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AI  Ostreolizin A (OlyA) iz gobe bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus) uvrščamo v 
proteinsko družino egerolizinov. OlyA prepozna in se veže na membranske domene 
obogatene s holesterolom in sfingomielinom, t.i. lipidne rafte ter na ceramid fosfoetanolamin 
(CPE), sfingolipid, ki je specifičen za nevretenčarje in nekatere po Gramu negativne 
bakterije. Zaradi omenjenih lastnosti imajo OlyA in drugi egerolizini velik biotehnološki 
potencial, ki se kaže tudi v klinični diagnostiki in v kmetijstvu za zatiranje škodljivcev, saj 
lahko nekateri egerolizini v kombinaciji s partnerskim proteinom delujejo kot tvorci por s 
hemolitičnim in citolitičnim delovanjem. Za uspešno uporabo egerolizinov in razvijanje 
potencialnih aplikacij, je ključnega pomena poznavanje njihovih tarč in specifik vezave. Z 
metodo točkovnega nanosa smo preverili interakcijo fluorescenčno označenega egerolizina 
(OlyA-mCherry) s komponentami biofilmov različnih bakterijskih sevov in ugotovili, da v 
biofilmu teh sevov ni tarč, ki bi jih OlyA prepoznal in na katere bi se vezal. Z metodo 
točkovnega nanosa in metodo prenosa far-eastern smo preverili interakcijo OlyA-mCherry 
s polarnimi in nepolarnimi lipidi iz bakterij, kvasovk, nitastih gliv in ene vrste arhej. Očitno 
interakcijo smo dokazali le z nepolarnimi lipidi bakterije Prevotella sp. Signal je bil zaznan 
tudi v primeru interakcije OlyA s polarno in nepolarno frakcijo lipidov iz P. aeruginosa 
EXB L-1125, vendar so ti rezultati nezanesljivi. Na podlagi rezultatov lahko z veliko 
verjetnostjo ponovno potrdimo specifičnost vezave OlyA s CPE in odsotnost dodatnih 
membranskih tarč pri veliki večini testiranih mikroorganizmov. Pokazali smo, da OlyA ne 
interagira s komponentami bakterijskega biofilma in prav tako ne s polarnimi oz. 
nepolarnimi lipidi iz testiranih bakterij, kvasovk, nitastih gliv in ene vrste arhej. Dobljeni 
rezultati omogočajo nadaljevanje razvoja uporabe egerolizinov v različnih biotehnoloških 
aplikacijah. 
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LA sl 
AL sl/en 
AB Ostreolysin A (OlyA) from oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) is a member of the 
aegerolysin protein family. OlyA recognizes and binds to membrane domains enriched in cholesterol 
and sphingomyelin, so-called lipid rafts, and to ceramide phosphoethanolamine (CPE), a 
sphingolipid specific for invertebrates and some Gram negative bacteria. Due to previously 
mentioned features, OlyA and other aegerolysins have great biotechnological potential which is 
particulary shown in fields of clinical diagnostics and agriculture. Some of the aegerolysins, 
combined with their partner proteins, can act as pore formers and cam exert hemolytic and cytolytic 
effects. The key to successful use of aegerolysins and development of potential applications is in 
identifying their targets and in understanding their binding specificity. Using the dot blot method, we 
tested the interaction between fluorescently-labelled aegerolysin (OlyA-mCherry) and biofilm 
components of different strains of bacteria. We discovered bacterial biofilms do not contain targets 
that OlyA would recognize and bind. Using the dot blot and the far-eastern blot method, we examined 
the interaction of OlyA-mCherry with polar and non-polar lipids in bacteria, yeasts, filamentous 
fungus and in one species of archaea. The only apparent interaction was observed with non-polar 
lipids of a bacterium Prevotella spp. A signal was also shown in the case of OlyA interaction with 
polar and non-polar lipid fraction in P. aeruginosa EXB L-1125; however, these results are not 
reliable. According to the results we can, with great probability, confirm the specificity of OlyA 
interaction with CPE and the absence of additonal membrane targets in the majority of the tested 
microorganisms. We demonstrated that OlyA does not interact with bacterial biofilm components, 
nor with polar and non-polar lipids in bacteria, yeasts, filamentous fungus and archaea. The results 
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Al  C25,25-arhetidilinozitol (2,3-di-O-sesterpanil-sn-glicerol-1-fosfo-mio-
inozitol) 
Amp    Ampicilin 
APG   Alanin-fosfatidilglicerol 
APS   Amonijev persulfat 
CL   Kardiolipin 
Cm   Kloramfenikol 
CPE   Ceramid fosfoetanolamin (N-acil-sfingozilfosforiletanolamin) 
CPG    Ceramid fosfoglicerol 
DAG    Diacilgliceridi 
dsH2O   Destilirana sterilna voda 
eGPF    Ojačani zeleni fluorescenčni protein 
EPS    Zunajcelični polimerni matriks (ang. exopolymeric substances) 
EpsA-O  Eksopolisaharidi ABCDEFGHIJKLMNO, zapis zanje leži na lokusu 
epsA-O 
EryA    Erilizin A 
EryB    Erilizin B 
GL    Glikolipidi 
GPL    Glikofosfolipidi 
GSL    Glikosfingolipidi 
h   Ura 
Hol    Holesterol 
HOP    Hopanoidi 
IPTG    Izopropil β-D-tiogalaktozid 
kDa    kilodalton 
LB    Luria-Bertanijevo gojišče 
LPG    Lizin-fosfatidilglicerol 
LUV    Veliki unilamelarni vezikli (ang. large unilamellar vesicles) 
MACPF  Kompleks, ki napade membrano/perforin (ang. Membrane Attack 
Complex/Perforin) 
mCherry Rdeči fluorescenčni protein 
MDCK   Ledvične celice koker španjela (ang. Madin-Darby canine kidney) 
Min   Minuta  
MQ   Milli-Q voda 
NaDS    Natrijev dodecil sulfat 
NaDS-PAGE  Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
NTA   Nitrilotriocetna kislina (ang. nitrocelullose acid) 
Obr./min  Obrati na minuto 
OD    Optična gostota (ang. optical density) 
OL    Ornitinski lipidi 
OlyA    Ostreolizin A 
OlyB    Ostreolizin B 
PA    Fosfatidna kislina 
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PBS   Fosfatni pufer 
PC   Fosfatililholin 
PE    Fosfatidiletanolamin 
Pel   Eksopolisaharid v biofilmu P. aeruginosa 
PG    Fosfatidilglicerol 
PI    Fosfatidilinozitol 
PlyA    Pleurotolizin A 
PlyB    Pleurotolizin B 
PMSF   Inhibitor proteaz 
POPC   1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin 
PS    Fosfatidilserin 
Psl   Eksopolisaharid v biofilmu P. aeruginosa 
PVDF   Poliviniliden fluorid 
s   Sekunda 
SM    Sfingomielin 
Sp    Spektinomicin 
T   Temperatura 
TAG    Triacilgliceridi 
TBS   TBS pufer (ang. tris buffered saline) 
Tet    Tetraciklin 
TLC   Tankoplastna kromatografija (ang. thin-layer chromatography) 
V   Volumen 
YPD    Kvasni ekstrakt pepton dekstroza 
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Egerolizini so družina homolognih proteinov z več kot 350 predstavniki, ki so bili do danes 
najdeni v 77 različnih vrstah organizmov. Najbolj razširjeni so med bakterijami in glivami, 
redkeje se pojavljajo pri rastlinah, protozojih, virusih in žuželkah (Berne in sod., 2009; 
Butala in sod., 2017; Novak in sod., 2015). Egerolizini so relativno majhni (13-20 kDa) 
proteini s prevladujočo β-strukturo, imajo nizko izoelektično točko, so temperaturno 
občutljivi, večina pa je stabilnih v širšem razponu pH (Berne in sod., 2009; Butala in sod., 
2017). Čeprav so široko razširjeni in predmet številnih raziskav, njihova biološka funkcija 
še vedno ni povsem pojasnjena (Butala in sod., 2017). 
 
Ostreolizin A (OlyA) je eden izmed egerolizinov iz glivnega rodu Pleurotus. Za OlyA je 
značilna specifična vezava na membranske domene obogatene s holesterolom in 
sfingomielinom, t.i. lipidne rafte (Sepčić in sod., 2004; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 
2014) in na ceramid fosfoetanolamin (CPE), sfingolipid, ki je specifičen za nevretenčarje in 
nekatere po Gramu negativne bakterije (Bhat in sod., 2015, Panevska in sod., 2019a). Zaradi 
omenjenih lastnosti imajo ti proteini velik biotehnološki potencial kot označevalci 
membranskih lipidov in lipidnih domen. Potencial uporabe proteinov iz družine egerolizinov 
pa se kaže tudi v klinični diagnostiki in v kmetijstvu za zatiranje škodljivcev, saj lahko 
nekateri egerolizini v kombinaciji s partnerskim proteinom delujejo kot tvorci por s 
hemolitičnim in citolitičnim delovanjem (Sepčić in sod., 2004; Ota in sod., 2013; Skočaj in 
sod., 2014, Panevska in sod., 2019a).  
 
Najnovejši rezultati Raziskovalne skupine za biokemijo, Oddelka za biologijo, Biotehniške 
fakultete Univerze v Ljubljani nakazujejo, da se egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus 
specifično vežejo tudi na frakcijo polarnih lipidov bakterije Pseudomonas aeruginosa, ki 
tvori biofilm (Krpan, 2018). Biofilm je heterogena večcelična mikrobna združba, ki je lahko 
plavajoča ali pritrjena na biotske ali abiotske površine in obdana z zunajceličnim polimernim 
matriksom (ang. exopolymeric substances, EPS; Stoodley in sod., 2004). Komponente 
zunajceličnega matriksa so nukleinske kisline, proteini, polisaharidi in v nekaterih primerih 
tudi lipidi. Pomembnejša lastnost matriksa je zaščita bakterij pred neugodnimi okoljskimi 
dejavniki. Ključna vloga biofilma je prehodna imobilizacija bakterijskih celic, kar omogoči 
dolgotrajnejši obstoj mikrobne združbe (Flemming in Wingender, 2010). 
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1.1 NAMEN DELA 
 
Egerolizini kažejo velik biotehnološki potencial, zato je njihove vezavne lastnosti potrebno 
sistematično in podrobno preučiti. Obstaja namreč verjetnost, da nekateri egerolizini, poleg 
membranskih lipidov, prepoznajo in vežejo tudi druge komponente, ki do sedaj še niso bile 
odkrite in raziskane. Za uspešno uporabo egerolizinov in razvijanje potencialnih aplikacij, 
je ključnega pomena poznavanje njihovih tarč in specifik vezave.  
 
Namen magistrskega dela je bil:  
 a) preučiti potencialne interakcije fluorescenčno označenega egerolizina (OlyA-
mCherry) s komponentami bakterijskih biofilmov in z bakterijskimi lipidi ter 
 b) preveriti interakcijo OlyA-mCherry z lipidi, izoliranimi iz kvasovk, nitastih gliv 
in ene vrste arhej. 
 
Pozitivni rezultati raziskave bi lahko omogočili nov vidik uporabe fluorescenčno označenih 
egerolizinov za označevanje mikroorganizmov, ki tvorijo biofilme, v njihovih naravnih 
okoljih.  
 
1.2 DELOVNI HIPOTEZI  
 
Hipoteza 1: Egerolizin OlyA se bo vezal na lipopolisaharde oz. nekatere druge polarne 
molekule, izolirane iz mikroorganizmov, ki tvorijo biofilme.  
 
Hipoteza 2: Egerolizin OlyA se ne bo vezal na izolirane polarne frakcije (mešanice) lipidov 
iz mikroorganizmov, ki ne tvorijo biofilmov.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 EGEROLIZINI  
 
Egerolizini (PfamPF06355, InterPro IPR009413) so družina homolognih proteinov z več kot 
350 predstavniki (Butala in sod., 2017). Družina proteinov je bila opredeljena leta 2002 z 
odkritjem in opredelitvijo lastnosti dveh predstavnikov, ostreolizina A iz užitne gobe 
bukovega ostrigarja (Pleurotus ostreatus) in egerolizina Aa-Pri1 iz topolovke (Agrocybe 
aegerita), po kateri je družina tudi dobila ime (Berne in sod., 2002; Espinar in Labarère, 
1997).  
Egerolizine najdemo v 77 različnih vrstah organizmov, najbolj razširjeni so med bakterijami 
in glivami, redkeje se pojavljajo tudi pri rastlinah, protozojih, virusih in žuželkah (Berne in 
sod., 2009; Novak in sod., 2015; Butala in sod., 2017). Predvidoma naj bi se prvič pojavili 
pri zadnjem skupnem predniku bazidiomicet in askomicet ter se s horizontalnimi genskimi 
prenosi najprej prenesli v bakterije in kasneje iz bakterij na rastline (Berne in sod., 2009). 
Proteini egerolizinske družine so grajeni iz ene domene, ki je v večini sestavljena iz β-
ploskev, njihova molekulska masa je od 13 kDa do 20 kDa. Imajo nizko izoelektrično točko, 
so temperaturno neobstojni, večina je stabilnih v širšem območu pH (3,5-10,5; Berne in sod., 
2005). Imajo visok delež aromatskih ( ̴ 10 %) in nabitih (20-24 %) aminokislinskih ostankov 
(Berne in sod., 2005). Opazni so cisteinski in triptofanski ostanki (Novak in sod., 2015), kar 
pomembno vpliva na strukturo in funkcijo teh proteinov. Za mnoge proteine iz egerolizinske 
družine je značilna vezava na specifične membranske lipide ali lipidne mešanice (Sepčić in 
sod., 2004, Tomita in sod., 2004, Ota in sod., 2013, Bhat in sod., 2015). 
 
2.1.1 Biološka vloga egerolizinov  
 
Egerolizine najdemo v različnih vrstah organizmov, ki zasedajo najrazličnejše ekološke niše. 
Kljub nekaterim skupnim biološkim značilnostim, ki si jih ti proteini delijo, se njihove vloge 
v organizmih razlikujejo. Čeprav so široko razširjeni in predmet številnih raziskav, njihova 
biološka funkcija še vedno ni povsem pojasnjena (Butala in sod., 2017).  
Najbolje raziskani so glivni egerolizini; najdemo jih v mnogih patogenih vrstah gliv, v eni 
saprofitski glivi in v užitnih gobah. Večino do sedaj znanih egerolizinov najdemo v deblih 
Ascomycota in Basidiomycota. Domnevno naj bi egerolizini pri teh vrstah imeli vlogo pri 
razvoju plodišč in signalizaciji, pri patogenih predstavnikih pa naj bi bili virulenčni dejavniki 
(Berne in sod., 2009). Egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus, ki skupaj s proteinskim 
partnerjem tvorijo transmebranske citolitične komplekse, lahko ščitijo gobo pred 
objedanjem s strani  ličink različnih insektov (Panevska in sod., 2019a). 
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Protein P23 iz vrste molja (Pseudoplusia includens), je edini do sedaj znani egerolizin 
žuželk, imel naj bi vlogo pri celični imunosti (Zhang in sod., 2010). 
 
 
2.1.2 Ostreolizin A 
 
Egerolizin ostreolizin A ali OlyA (15 kDa) je protein iz nepatogene, užitne gobe bukov 
ostrigar (P. ostreatus), ki spada v deblo Basidiomycota (Cohen in sod., 2002). Bukov ostrigar 
je ena izmed najbolj razširjenih kultiviranih gob, z velikim biotehnološkim in medicinskim 
potencialom (Kües in Liu, 2000). 
Sinteza OlyA se močno poveča med oblikovanjem primordijev in doseže najvišjo raven v 
času razvoja plodnih teles (Espinar in Labarère, 1997; Berne in sod., 2002; Vidic in sod., 
2005). Koncentracija proteina je najvišja v lamelah, bazidijih in bazidiosporah (Berne in 
sod., 2002; Vidic in sod., 2005). Ota in sod. (2013) so ugotovili, da se v glivi P. ostreatus 
sintetizira več izooblik OlyA, kar nakazuje, da imajo glive številne mRNA z zapisi za 
različne izooblike istega proteina. OlyA je po aminokislinski sekvenci skoraj identičen 
pleurotolizinu A (PlyA), ki ga prav tako najdemo v vrsti P. ostreatus in erilizinu A (EryA) 
iz P. eryngii (Tomita in sod., 2004; Shibata in sod., 2010; Ota in sod., 2013). 
 
OlyA je bil prvotno opisan kot hemolitični protein (Berne in sod., 2002), kasneje pa so 
ugotovili, da je pri izolaciji OlyA prišlo do kontaminacije s pleurotolizinom B (PlyB), ki je 
nujno potreben za tvorbo pore in da OlyA sam nima porotvornega učinka na lipidne vezikle 
in eritrocitne membrane (Ota in sod., 2013). PlyB je protein z MACPF domeno (ang. 
Membrane Attack Complex/Perforini), ki skupaj z OlyA sestavlja proteinski porotvorni 
kompleks OlyA/PlyB (Ota in sod., 2013). Raziskave nakazujejo, da naj bi bila vezava 
egerolizinov na lipide njihova primarna biološka vloga in da naj bi se porotvorna aktivnost 
pojavila šele kasneje v evoluciji (Butala in sod., 2017). 
 
 
2.1.3 Interakcija ostreolizina A in drugih egerolizinov z lipidi in lipidnimi membranami 
 
Skupna lastnost egerolizinov je vezava na specifične lipide oz. lipidne mešanice (Butala in 
sod., 2017). Leta 2004 so Sepčić in sod. pokazali, da se nativni OlyA veže na biološke in 
umetne membrane, bogate s sfingomielinom (SM) in holesterolom (Hol) ali z nasičenimi 
glicerofosfolipidi in Hol ter da je za uspešno vezavo potrebno najmanj 30 mol% Hol v 
membranah. Vezava OlyA na vezikle iz SM:Hol se zmanjša ob prisotnosti mono- ali 
dinenasičenih zvrsti fosfatidilholina (PC; Sepčić in sod., 2004). OlyA se na membranske 
lipide veže pri okvirnih vrednostih pH  med 6 in 7 (Berne in sod., 2005). 
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V primeru inkubacije OlyA v suspenziji velikih unilamelarnih veziklov (ang. LUV), ki  jih 
sestavljata SM in Hol v razmerju 1:1, take membrane spremenijo obliko, na nekaterih mestih 
pa pride tudi do brstenja in vezikulacije (Ota in sod., 2013). 
 
Skočaj in sod. (2014) so C-terminalno regijo OlyA označili z rdečim fluorescenčnim 
proteinom mCherry. Takšen fuzijski protein OlyA-mCherry (42,5 kDa) se lahko uporablja 
za zaznavanje membranskih domen obogatenih s holesterolom (Hol) in sfingomielinom 
(SM) v umetnih lipidnih sistemih ali za zaznavanje lipidnih raftov v živih sesalskih celicah, 
saj sam po sebi nima citotoksičnega delovanja (Skočaj in sod., 2014). Poleg netoksičnosti, 
dodatno prednost predstavljata še njegova relativno majhna molekulska masa in stabilnost. 
Pri inkubaciji OlyA-mCherry z epitelnimi ledvičnimi celicami odraslega koker španjela, 
MDCK (ang. Madin-Darby canine kidney cells) so ugotovili, da OlyA v višjih 
koncentracijah spodbudi vezikulacijo plazemskih membran tarčnih celic, kar bi se lahko 
smatralo kot obramba celice pred vezavo proteina. Po drugi strani so ugotovili, da lahko po 
vezavi OlyA pride do internalizacije, kjer se protein s pomočjo specifičnega mehanizma 
endocitoze, ki je odvisen od kaveolina, preko zgodnjih endosomov prenese v bližino jedra. 
Na podlagi tega odkritja so OlyA predlagali kot orodje za dostavo bioaktivnih molekul v 
endosome in v notranjost celice.  
 
Bhat in sod. so v letu 2015 dokazali, da se OlyA-eGFP, EryA-eGFP in PlyA2-eGFP 
prednostno in s 1000-krat višjo afiniteto vežejo na membrane iz CPE in Hol, v primerjavi z 
membranami iz SM in Hol. PlyA2-eGFP se veže tudi na liposome, sestavljene iz  CPE in 
PC, v razmerju 1:1. V vseh primerih je za vezavo ključnega pomena prisotnost sfingolipida 
(SM ali CPE), v nasprotnem primeru do interakcije z liposomi ne pride (Bhat in sod., 2015). 
Za interakcijo OlyA z vezikli iz CPE in različnih sterolov, sta ključnega pomena prosta 3β-
OH skupina in obroč A v strukturi sterola. V primeru vezave katere izmed večjih skupin na 
sterolni obroč A, je interakcija z OlyA ovirana, zato domnevajo, da se egerolizini povežejo  
s polarno glavo molekule sterola (Bhat in sod., 2015). 
 
Panevska in sod. (2019a) so dokazali vezavo OlyA6, PlyA, PlyA2 in EryA tudi na lipidne 
vezikle, ki vsebujejo nižje koncentracije CPE. Na vezikle, ki vsebujejo CPE, se OlyA6 in 
PlyA2 vežeta s primerljivo jakostjo, medtem ko je vezava EryA šibkejša, pri čemer se OlyA6 
in PlyA2 vežeta tudi na membrane iz SM in Hol v razmerju 1:1 (Panevska in sod., 2019a), 
EryA pa prepozna le kombinacijo CPE in Hol (Bhat in sod., 2015) ter se posledično veže le 
s celičnimi membranami insektov, ne pa tudi z membranami sesalčjih celic (Panevska in 
sod., 2019a). OlyA6 se močno vežeta tudi na umetne lipidne membrane sestavljene iz 
ekvimolarnega razmerja POPC in Hol, obogatenimi s CPE (5 mol%). Do vezave pride tudi 
v primeru, ko je koncentracija CPE nižja (1 mol%), pri čemer ima ključno vlogo pri 
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2.1.4 Potencialna uporaba egerolizinov 
 
Lastnost egerolizinov, da se vežejo z lipidnimi molekulami lahko s pridom izkoristimo za 
vizualizacijo specifičnih predelov bioloških membran (bogatih s SM/Hol, CPE/Hol ali 
samim CPE). Prednost egerolizinov je njihova relativno majhna molekulska masa in 
netoksičnost (Yamaji-Hasegawa in sod., 2016).  
 
Lastnost EryA (EryA-eGFP), da se veže na domene bogate s CPE/Hol, ne pa tudi na domene 
iz SM/Hol, bi lahko izkoristili za zaznavanje specifičnega stadija v življenjskem ciklu 
zajedalca Trypanosoma brucei, ki se prenaša po krvnem obtoku človeka in povzroča spalno 
bolezen, tripanosomiazo. Ko muha okuži človeškega gostitelja in vanj zanese parazita T. 
brucei, slednji spremeni sestavo svojih membran in prične sintetizirati CPE, ki ga je v krvi 
gostitelja mogoče zaznati z EryA-EGFP. V kombinaciji s proteinskim partnerjem EryB in s 
posledično tvorbo por, bi lahko uničili zajedalca, gostiteljski organizem pa pri tem ne bi bil 
prizadet, saj pri vretenčarjih CPE ni prisoten (Bhat in sod., 2015).  
 
Porotvorni kompleks OlyA/PlyB predstvlja potencialno sredstvo za zdravljenje urotelijske 
oblike karcinoma, povzroča nekrozo invazivnih rakavih celic sečnega mehurja, medtem ko 
na zdrave celice nima vpliva (Resnik in sod., 2015).  
 
Egerolizini iz gliv rodu Pleurotus, ki se vežejo s CPE, so v kombinaciji s PlyB selektivno 
toksični za ličinke in odrasle osebke koruznega hrošča (Diabrotica virgifera virgifera) ter 
kolorodskega hrošča (Leptinotarsa decemlineata), zaradi česar so potencialno uporabni kot 
biopesticidi (Panevska in sod., 2019a).  
 
V sporah bakterij B. thuringiensis in C. bifermentans subss. malaysia so odkrili številne 
kristalne proteine (Cry proteine), ki imajo toksično delovanje na ličinke nekaterih vrst 
metuljev, dvokrilcev, hroščev in tudi na nematode (Butala in sod., 2017). Protein Cry34Ab1 
iz bakterije B. thuringiensis je edini predstavnik Cry proteinov, ki je strukturno podoben 
egerolizinom in skupaj s proteinskim partnerjem toksično deluje proti ličinkam koruznega 
hrošča (Masson in sod., 2004; Moellenbeck in sod., 2001; Schnepf  in sod., 2005). Na 
koruznega hrošča deluje toksično tudi egerolizinski protein AfIP-1A iz bakterije Alcaligenes 
fecalis (Yalpani in sod., 2017). Egerolizina Cbm17.1 in Cbm17.2 bakterije C. bifermentans 
v kombinaciji s proteinskim partnerjem Cry tvorita kompleks, ki je toksičen za ličinke 
komarjev iz rodu Aedes (Barloy in sod. 1998; Qureshi in sod., 2014). Transgena koruza, ki 
izraža Cry34Ab1, je bila do nedavnega dobro zaščitena pred ličinkami koruznega hrošča, 
vendar  so hrošči pred kratkim razvili odpornost proti omenjeni transgeni koruzi (Ludwick 
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2.2 BAKTERIJSKI BIOFILM 
 
Biofilm je heterogena večcelična mikrobna združba, pritrjena na biotske ali abiotske 
površine in obdana z zunajceličnim polimernim matriksom (ang. exopolymeric substances, 
EPS; Stoodley in sod., 2004). EPS je skupek snovi, ki ga proizvajajo mikroorganizmi in so 
vanj vdelani. Bakterije biofilm najpogosteje oblikujejo na stičišču trda podlaga-tekočina in 
trda podlaga-plin, k definiciji biofilma pa uvrščamo tudi plavajoče mikrobne združbe na 
vmesniku tekočina-plin, saj si z biofilmom delijo podobne lastnosti (Flemming in 
Wingender., 2010). Tvorba biofilma je skoraj univerzalna sposobnost bakterij (Vlamakis in 
sod., 2013) in ena izmed pomembnih strategij preživetja (Davey in O'Toole, 2000). 
 
Do 10 % suhe mase biofilma predstavljajo bakterijske celice, ostalih 90 % je matriks ali 
EPS. EPS predstavlja oder za tridimenzionalno zgradbo biofilma, bakterijskim celicam 
olajša pritrditev na površino (adhezija), povezovanje znotraj biofilma (kohezija) in 
zagotavlja mehansko stabilnost biofilma. Pomembnejše lastnosti EPS so zaščita bakterij 
pred temperaturnimi spremembami, ekstremnimi vrednostimi ali nihanji pH, osmotskim 
šokom, oksidacijo, UV-sevanjem, prisotnostjo biocidov, antibiotikov, protimikrobnih 
sredstev, kovinskih ionov, imunskim sistemom gostitelja, predatorji itd. (Flemming in 
Wingender, 2010). Biofilm bakterijam poleg zaščite zagotavlja optimalno okolje za celične 
interakcije in izmenjavo genetskega materiala, signalnih molekul ter metabolitov (Stoodley 
in sod., 2004). 
 
 
2.2.1 Lastnosti in komponente zunajceličnega matriksa  
 
Sestava EPS je odvisna od mikroorganizma, ki tvori biofilm in okoljskih dejavnikov, kot so 
strižne sile, temperatura, vrednost pH, razpoložljivost hranil, površina itd. Komponente EPS 
so nukleinske kisline (1-10 %), proteini (1-60 %), polisaharidi (40-95 %) in v nekaterih 
primerih tudi lipidi (1-40 %). Širok spekter biopolimerov predstavlja izziv za analizo in 
identifikacijo, med njimi pa pogosto prihaja tudi do sinergističnih učinkov, zato je 
posameznim komponentam matriksa težko pripisati specifično vlogo. Biofilmi se lahko med 
seboj morfološko precej razlikujejo, vsaka izmed oblik pa ima enak namen - prehodno 
imobilizirati bakterijske celice in s tem omogočiti dolgotrajnejši obstoj mikrobne združbe 
(Flemming in Wingender, 2010). 
 
Največji delež matriksa predstavlja voda, ki organizmom zagotavlja hidrirano okolje in jih 
ščiti pred nihanjem vodnega potenciala in neželjeno izsušitvijo ter omogoča izmenjavo 
molekul (Irnov in Winkler, 2010). Bakterije se na sušne razmere odzovejo s povečano 
produkcijo zunajceličnih polimerov (Roberson in Firestone,1992). EPS lahko deluje kakor 
sito, zadržuje različne anione, katione, nepolarne molekule in druge delce iz vodne faze, kot 
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so nanodelci, ioni težkih kovin (Zn2+, Cd2+, Ni2) in nekatera hidrofobna topila npr. toluen, 





Različni zunajcelični polisaharidi predstavljajo glavnino matriksa (Wingender in sod., 
2001). Večinoma so to heteropolisaharidi, ki vsebujejo kombinacijo različnih nevtralnih in 
nabitih sladkorjev, manjši delež pa spada med homopolisahride. Med različnimi sevi iste 
vrste se polisaharidi lahko zelo razlikujejo. Njihova vloga je pritrjevanje bakterijskih celic 
na površino, agregacija celic, povezovanje znotraj biofilma, zadrževanje vode, vezava 
anorganskih ionov in encimov, predstavljajo pa tudi mehansko zaščito in so vir hranil 
(Flemming in Wingender, 2010). Številne raziskave so potrdile ključno vlogo polisaharidov 
pri nastanku biofilma, saj nekatere mutante v sintezi polisaharidov niso sposobne tvorbe 





Pomembna komponenta matriksa so proteini, njihov delež lahko v specifičnih pogojih celo 
preseže delež polisaharidov (Conrad in sod., 2003). V biofilmu razlikujemo med 
strukturnimi in nestrukturnimi proteini. Med nestrukturne proteine spadajo različni 
zunajcelični encimi, ki sodelujejo pri razgradnji biopolimerov, katerih gradnike bakterije 
izrabijo kot vir hranil. Sem uvrščamo tudi encime, ki so odgovorni za razgradnjo EPS, s 
čimer omogočijo odcepitev bakterij iz biofilma. Pri nekaterih patogenih vrstah pa ti encimi 
delujejo tudi kot virulenčni dejavniki (Flemming in Wingender, 2010). 
 
Med strukturne proteine spadajo lektini, ki imajo vlogo pri nastajanju in stabilizaciji matriksa 
in predstavljajo povezavo med površino celic ter zunajceličnimi komponentami. Pri 
nekaterih bakterijskih vrstah v EPS najdemo amiloide, njihova vloga je pritrjevanje celic na 
neživo površino ali na epitel gostiteljskega organizma (Otzen in Nielsen, 2007). K 
proteinskim komponentam matriksa uvrščamo tudi zunajcelične bakterijske strukture; pili, 
fimbrije in flagele, ki zaradi interakcije z ostalimi komponentami EPS prav tako 
predstavljajo strukturne elemente (van Schaik in sod., 2005). 
 
 
2.2.1.3 Nukleinske kisline 
 
EPS vsebuje tudi nukleinske kisline, gre za zunajcelično DNA (ang. eDNA), ki ima v 
biofilmu strukturno vlogo in sodeluje pri združevanju bakterijskih celic (Whitchurch in sod., 
2002). Kakor za vse komponente EPS, tudi za eDNA velja, da se njena količina in 
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razporeditev razlikujeta med posameznimi bakterijskimi vrstami in sevi. DNA se lahko v 
matriks sprosti z lizo celic, izključeno pa naj ne bi bilo niti aktivno izločanje genetskega 
materiala (Flemming in Wingender, 2010).  
 
 
2.2.1.4 Hidrofobne komponente 
 
Vse zgoraj omenjene komponente EPS so hidrofilnega značaja. Biofilmi nekaterih 
bakterijskih sevov pa lahko vsebujejo tudi hidrofobne molekule, ki organizmu omogočajo 
kolonizacijo hidrofobnih površin, npr. voščene površine listov rastlin (Flemming in 
Wingender, 2010). V matriksu lahko najdemo lipide (Conrad in sod., 2003), 
lipopolisaharide, ki imajo vlogo pri pritrjanju bakterij na površino (Sand in Gehrke, 2006) 
in biosurfaktante, ki sodelujejo pri pritrjanju in/ali ločevanju bakterijskih celic na oz. stran 
od oljnih kapljic, poleg tega pa imajo tudi antibakterijsko ter protiglivično delovanje (Ron 
in Rosenberg, 2001). 
 
 
2.2.2 Nastanek biofilma 
 
Nastanek biofilma in njegov življenjski cikel je kompleksen proces in se med različnimi 
bakterijskimi sevi nekoliko razlikuje. V splošnem poteka v več stopnjah, ki obsegajo 
reverzibilno pritrjevanje bakterijskih celic na površino, ireverzibilno pritrjevanje celic, 
komunikacijo med celicami, nastanek mikrokolonij s celično delitvijo, proizvodnjo 
komponent EPS in nastanek zrelega biofilma ter nazadnje odcep celic, kar omogoča širjenje 
biofilma (Joh in sod., 1999; Vlamakis in sod., 2013). 
 
 
2.2.3 Biofilm bakterije Pseudomonas aeruginosa 
 
Pseudomonas aeruginosa je fakultativno anaerobna po Gramu negativna bakterija, ki 
naseljuje morske habitate, močvirja, prst, rastline in tkiva vretenčarjev (Stover in sod., 2000). 
Je oportunistični patogen, ki pri pacientih z oslabljenim imunskim sistemom predstavlja 
enega izmed glavnih povzročiteljev akutnih in kroničnih okužb gastrointestinalnega, 
urinarnega in respiratornega trakta ter kosti in sklepov (Apidianakis in Rahme., 2009; 
Chugani in Greenberg, 2007). Ključni dejavnik prilagoditve na gostiteljske sisteme človeka 
je izražanje virulenčnih dejavnikov in sposobnost tvorbe biofilma, odpornega na antibiotike 
in razkužila (Stover in sod., 2000; Rao in sod., 2011). Pri P. aeruginosa razlikujemo med 
nemukoznimi sevi, ki so značilni za začetne in akutne okužbe ter mukoznimi sevi, za katere 
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Glavni polisaharidi, prisotni v EPS P. aeruginosa, ki prispevajo k razvoju in zgradbi 
biofilma, so eksopolisaharidi Psl, Pel in alginat (Ryder in sod., 2007). Alginat ima vlogo pri 
oblikovanju mikrokolonij in pri mehanski stabilizaciji zrelega biofilma. Povečana sinteza 
alginata je značilna za mukozne seve, njegova prisotnost je glavni pokazatelj kroničnih 
okužb pljuč pri pacientih s cistično fibrozo (Ryder in sod, 2007; Flemming in Wingender, 
2010; Rao in sod., 2008, 2011). Pel je glukozni polisaharid, ki je bistvenega pomena za 
nastanek biofilmov. Psl je z galaktozo in manozo bogat polisaharid, ki predstavlja ključno 
komponento za pritrjevanje celic na površine in za ohranjanje celic skupaj (Ryder in sod., 
2007; Ma in sod., 2007; Flemming in Wingender, 2010). 
 
V EPS P. aeruginosa so odkrili ramnolipide, ki delujejo kot biosurfaktanti. Gre za amfifilne 
molekule, grajene iz sladkornega in lipidnega dela. Njihova glavna lastnost je zmanjšanje 
površinske napetosti in zmožnost spreminjanja fizikalno-kemijskih lastnosti stičišč, kjer se 
oblikuje biofilm. Ramnolipidi v zrelem biofilmu omogočajo vzdrževanje kanalčkov za 
pretok nutrientov in kisika ter s tem vplivajo na zgradbo biofilma (Caiazza in sod, 2005; 
Davey in sod., 2003). 
 
 
2.2.4 Biofilm bakterije Bacillus subtilis 
 
Bacillus subtilis je po Gramu pozitivna, nepatogena, aerobna, paličasta bakterija, ki jo 
najdemo na površini rastlinskih korenin, v morskih in sladkovodnih sedimentih, 
gastrointestinalnem traktu živali in v hrani (Earl in sod., 2008). Je eden izmed najpogosteje 
in nabolje preučenih organizmov, ko gre za raziskovanje biofilma (Dogša in sod., 2013). 
 
Matriks seva B. subtilis NCIB 3610 (ki smo ga uporabili v raziskavi) v glavnem sestavljajo 
eksopolisaharidi, ki so produkti genov operona epsA-O (epsABCDEFGHIJKLMNO) in iz 
proteina TasA (Chay in sod., 2012; Branda in sod., 2004). Protein TasA (31 kDa) tvori 
amiloidna vlakna, ki so domnevno vključena v medcelične interakcije in imajo vlogo pri 
povezovanju celic s površino ter ostalimi zunajceličnimi komponentami biofilma (Stover in 
Driks, 1999; Romero in sod., 2009). Pomembna komponenta je tudi protein BsIA (Ostrowski 
in sod., 2011), ki prispeva k odpornosti in hidrofobnosti površine biofilma, oblikovanju 
mikrostruktur ter oblikovanju plavajočega tipa biofilma (Kovács in sod., 2012). 
 
Dogša in sod. (2013) so pokazali, da sta mutanti epsA-O in tasA (ki smo ju uporabili v 
raziskavi) v gojišču, bogatem s saharozo, sposobni ustvariti biofilm, ki pa je v primerjavi z 
biofilmom divjega tipa tanjši. Dvojna mutanta tasA epsA-O tudi ob prisotnosti saharoze ne 
tvori biofilma. Kot kaže, so za uspešno oblikovanje biofilma potrebni bodisi polisahardi 
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2.3 LIPIDNA SESTAVA BAKTERIJ, KVASOVK, NITASTIH GLIV IN ARHEJ 
 
2.3.1 Membranski lipidi bakterij 
 
Klasična delitev bakterij v dve skupini, na po Gramu pozitivne in negativne, omogoča 
razlikovanje glede na lastnosti celične ovojnice. Pri po Gramu negativnih bakterijah je 
prisotna citoplazemska membrana, tanek peptidoglikanski sloj ( ̴ 4 nm) in zunanja 
membrana. Po Gramu pozitivne bakterije imajo poleg citoplazemske membrane debelejši 
peptidoglikanski sloj ( ̴ 40 nm) in so brez zunanje membrane. Citoplazemska membrana je 
urejena v lipidni dvosloj iz (glicero)fosfolipidov in proteinov. Peptidoglikanski sloj je 
omrežje glikanskih vlaken iz ponavljajočega zaporedja molekul N-acetil glukozamina in N-
acetil muraminske kisline. Zunanja membrana po Gramu negativnih bakterij se biokemijsko 
razlikuje od citoplazemske membrane. Zunanja membrana je sestavljena iz notranje plasti, 
ki jo gradijo (glicero)fosfolipidi in zunanje plasti, ki je v večinoma iz lipida A in 
lipopolisaharidov (LPS), pri nekaterih vrstah pa lipopolisaharide nadomeščajo sfingolipidi 
(Depelteau in sod., 2019; Geiger in sod., 2019). 
 
Pri bakterijah najpogosteje najdemo glicerofosfolipide, nekatere vrste iz taksonomske 
skupine Bacteroidetes pa sintetizirajo tudi sfingolipide (ceramid fosfoetanolamin – CPE, 
ceramid fosfoglicerol – CPG). Pri bakterijah se pojavljajo tudi lipidi, ki v zgradbo nimajo 
vključene fosfatne skupine. K slednjim prištevamo ornitinske lipide – OL, sulfolipide (z 
vgrajenim žveplom), diacilgliceril-N,N,N-trimetilomoserin – DGTS, glikolipide – GL, 






V splošnem so glicerofosfolipidi grajeni iz dveh maščobnih kislin, ki sta z estrsko vezjo 
pripeti na glicerolni del, na tretjem mestu je zaestrena fosfatna skupina, ki se lahko dodatno 




 2.3.1.1.1 Fosfatidilglicerol (PG) 
 
Fosfatidilglicerol (PG; Slika 1A) je eden izmed glavnih glicerofosfolipidov v membranah 
bakterij, njegov delež je navadno okrog 25 %, pri nekaterih vrstah (npr. Staphylococcus 
aureus) pa lahko doseže tudi do 80 % (Zhao in sod., 2008). 
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Fosfatidilglicerol je anionskega značaja in ima neto negativen naboj (Yeagle, 2016). 
Fosfatna skupina je lahko dodatno spremenjena zaradi vezave aminokislin, najpogosteje so 
to lizin, alanin ali arginin (Roy in Ibba, 2008; Roy in sod., 2009). Na glicerolni del molekule 
je lahko vezana tudi acilna skupina (Sohlenkamp in Geiger, 2016). Za PG in ostale nabite 
lipide velja, da delujejo bodisi kot stabilizatorji bodisi kot destabilizatorji membran ter imajo 
vlogo pri povezovanju membrane s proteini in peptidi (Zhao in sod., 2008). 
 
   
2.3.1.1.2 Fosfatidilholin (PC) 
 
Sposobnost sinteze PC (Slika 1B) ima približno 15 % vseh bakterijskih vrst. Delež PC v 
membranah različnih bakterij močno variira, od 0-4 % pri P. aeruginosa do 73 % pri 
Acetobacter aceti. Poleg strukturne vloge je pomemben tudi za vzpostavitev simbioze 
nekaterih N-fiksirajočih bakterij z rastlino, za učinkovito fiksacijo dušika, pri nekaterih 
patogenih bakterijah pa je nujen za interakcijo z evkariontskim gostiteljem. Pri nekaterih 
bakterijah pomanjkanje PC v membrani vodi k večji občutljivosti na osmotski stres, večji 
občutljivosti na zmrzal in nezmožnosti za rast pri povišanih temperaturah. Fosfatidilholin je 
pomemben intermediat pri sintezi signalnih molekul, kot so holin, diacilglicerol in 
diacilglicerolni lipidni derivati (Geiger in sod., 2013). 
 
 
2.3.1.1.3 Fosfatidiletanolamin (PE) 
 
Fosfatidiletanolamin (PE; Slika 1C) je eden izmed najpogosteje zastopanih lipidov tako v 
evkariontskih kot v prokariotskih membranah (Stillwell, 2016). V lipidnem dvosloju se s 
sosednjimi fosfolipidi povezuje z vodikovimi vezmi, kar zmanjša polarni značaj molekule 
PE (Yeagle, 2016). Fosfatidiletanolamin je vključen v procese fuzije, vezikulacije in 
ukrivljanja lipidnega dvosloja, vpliva tudi na prepustnost membrane in proces celične delitve 
(Zhao in sod., 2008) ter ima esencialno vlogo v procesu avtofagije (Farine in sod., 2015). 
 
 
2.3.1.1.4 Fosfatidilserin (PS) 
 
Fosfatidilserin (PS; Slika 1D) je prisoten v citosolnem sloju plazemske membrane živali, 
višjih rastlin in mikroorgnizmov (Scholey in sod., 2011). Je negativno nabit fosfolipid 
(Stillwell, 2016). Fosfatidilserin je intermediat v sintezi PE, kar je tudi njegova osrednja 
vloga v bakterijski celici. Pretvorba PS v PE je večinoma zelo učinkovita in preostala 
količina PS je mnogokrat prenizka za detekcijo (Vance in Steenbergen, 2005; Sohlenkamp 
in Geiger, 2016). Čeprav se PS v večini membran pojavlja v majhnih količinah, je 
pomemben za mnoge celične procese. Odkritih je bilo namreč več proteinov, ki za optimalno 
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aktivnost potrebujejo prisotnost PS. Deluje kot kofaktor različnih encimov (npr. protein 
kinaze C) in sodeluje v procesu apoptoze (Vance in Steenbergen, 2005). 
 
 
2.3.1.1.5 Fosfatidilinozitol (PI) 
 
Fosfatidilinozitol (PI; Slika 1E) je tipičen evkariontski glicerofosfolipid in se v kraljestvu 
bakterij pojavlja redko, prisoten je le pri nekaterih aktinomicetah in δ-proteobakterijah. 
Fosfatidilinozitol je pri bakterijah pogosto modificiran z manoznimi in maščobnokislinskimi 
ostanki, pri čemer nastanejo acil-fosfatidilinozitol manozidi (Sohlenkamp in Geiger, 2016).  
 
 
2.3.1.1.6 Kardiolipin (CL) 
 
Kardiolipin ali difosfatidilglicerol (Slika 1F) ima štiri hidrofobne repe namesto običajnih 
dveh, kar je posledica zaestritve s štirimi maščobnimi kislinam. Predstavlja sestavni del 
bakterijske celične membrane in notranje mitohondrijske membrane evkariontov. Sinteze 
CL je sposobna večina predstavnikov α-, β- , γ-, in Ɛ-proteobakterij (Sohlenkamp in Geiger, 
2016). 
 
Za bakterijske membrane je značilna nizka vsebnost CL, ki pa se poviša v stacionarni fazi 
rasti in v stresnih okoliščinah. Kardiolipin v membranah omogoča mnoge interakcije, ki 
vplivajo na strukturno organizacijo lipidnega dvosloja, kar lahko vodi v ločevanje 
membranskih domen, navzkrižno povezovanje proteinov in oblikovanje (neobičajnih) 
enoslojnih struktur. Njegova najpomembnejša lastnost je velika afiniteto za povezovanje z 
različnimi proteini. V bakterijski membrani ima vlogo stabilizatorja in pomaga pri 
vzdrževanju prostorske razporeditve membranskih proteinov; pogosto je akumuliran na 
polih bakterijske celične membrane (Schlame, 2008). Bakterije z omejeno sintezo CL so bolj 
občutljive na osmotski stres in organska topila (Lopez in sod., 2006; Bernal in sod., 2007). 
 
 
2.3.1.2 Sfingolipidi (SL) 
 
Sfingolipidi ne sodijo med tipične prokariontske lipide; njihova prisotnost je omejena na 
večino predstavnikov iz taksonomske skupine Bacteroidetes (rodovi Bacteroides, 
Parabacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Flectobacillus) in nekaj vrst iz skupine 
Chlorobi (rod Chlorobium; Gupta in Lorenzini, 2007). Kljub temu različni SL pri nekaterih 
vrstah predstavljajo tudi do 70 % celokupnih lipidov (Batrakov in sod., 2000). Za bakterijske 
SL je značilna velika strukturna pestrost, ki je posledica variabilne hidrofilne glave. Ta je 
bodisi derivat sladkorja, fosfoetanolamina ali inozitola. Pri bakterijah so najpogostejše vrste 
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SL ceramid, ceramid fosfoetanolamin, ceramid fosfoinozitol in glukozil sfingenin 
(Sohlenkamp in Geiger, 2016). 
 
Sfingolipidi so pomembni  za preživetje v stacionarni fazi rasti in preživetje oksidativnega 
stresa (rodova Bacteroides in Porphyromonas), povečujejo odpornost bakterij na visoke 
temperature (rodova Acetomonas in Bacteroides) in na nizke vrednosti pH (rod Acetomonas; 
Geiger in sod., 2019). 
 
 
2.3.1.2.1 Ceramid fosfoetanolamin (CPE) 
 
Ceramid fosfoetanolamin (Slika 1G) je poglavitni sfingolipid v celičnih membranah 
nevretenčarjev in nekaterih po Gramu negativnih bakterijskih vrst. Študije bakterijskih 
sfingolipidov se pogosto osredotočajo na bakterije iz rodov Porphyromonas, Prevotella sp. 
in Bacteroides. Paradontalna patogena bakterija Porphyromonas gingivalis producira CPE 
in ceramid fosfoglicerol, vendar sfingolipida za njeno preživetje nista esencialna, pomembna 
pa sta v stacionarni fazi rasti in za preživetje oksidativnega stresa. Nekaterim patogenim 
vrstam sfingolipidi služijo kot virulenčni dejavniki (Panevska in sod., 2019b).  
 
 
2.3.1.3 Glikolipidi (GL) 
 
Glikolipidi so značilni za po Gramu pozitivne bakterije, nedavne raziskave pa so potrdile 
njihovo prisotnost tudi pri nekaterih vrstah α-proteobakterij, ki so jih gojili v mediju z 
omejeno količino fosfata (Sohlenkamp in Geiger, 2016). Glavna funkcija GL je ohranjanje 
strukturne intergritete membran, vlogo imajo tudi pri medceličnih interakcijah in 
komunikaciji, predstavljajo komponente nekaterih receptorjev, sidrajo proteine v lipidni 
dvosloj ter sodelujejo v prenosu signalov (Malhotra, 2012). Po Gramu pozitivne bakterije z 
mutacijo v sintezi GL se morfološko razlikujejo od divjih tipov, pogosto pride do zmanjšane 
sposobnosti tvorbe biofilma, nesposobnosti za vezavo na gostiteljski organizem in 
zmanjšanje virulence (Reichmann in Gründling, 2011).  
 
 
2.3.1.4 Ornitinski lipidi (OL) 
 
Ornitinski lipidi (Slika 1H) so za bakterije specifični lipidi, ki ne vsebujejo fosforja. 
Najpogosteje jih najdemo v zunanji membrani po Gramu negativnih bakterij, kjer njihov 
delež naraste kot nadomestek fosfolipidov, ko v okolju primanjkuje vira fosforja (Kim in 
sod., 2018). Približno 50 % bakterij s sekveniranim genomom ima sposobnost sinteze OL 
(Sohlenkamp, 2017). Nekatere bakterije proizvajajo OL neprestano in neodvisno od razmer 
v okolju, pri drugih pa je sinteza pogojena s stresnimi okoliščinami. Pri nekateirh vrstah so 
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odkrili strukturne analoge OL, v katerih je ornitin nadomeščen z lizinom, glicinom, 
seringlicinom ali glutaminom (Sohlenkamp and Geiger, 2016). 
 
Na primeru P. areruginosa so dokazali vlogo OL pri interakciji bakterije z gostiteljskim 
organizmom, kjer naj bi OL krepili obstojnost bakterije v gostitelju. V primeru povišane 
sinteze OL, so celice P. aeruginosa odpornejše na protimokrobna sredstva, antibiotike in 
imunski sistem gostitelja (Kim in sod., 2018). 
 
 
2.3.1.5 Hopanoidi (HOP) 
 
Hopanoidi (Slika 1I) so pentaciklični triterpenoidi, velika večina je amfifilnih. Značilni so 
predvsem za bakterije, našli pa so jih tudi v nekaterih glivah in višjih rastlinah (Kannenberg 
in Poralla, 1999). Prisotni so pri nekaterih cianobakterijah, metilotrofnih bakterijah, 
aktinomicetah in nekaterih α-, β- ter δ-proteobakterijah (Sohlenkamp in Geiger, 2016). 
 
Za HOP je značilna velika strukturna pestrost, katere biološki pomen ostaja neznan. Zaradi 
strukturne podobnosti z evkariontskimi steroli se jih pogosto označuje kot bakterijske 
analoge sterola. Udeleženi so pri uravnanvanju fluidnosti, stabilnosti in prepustnosti 
membrane (Kannenberg in Poralla, 1999; Sohlenkamp in Geiger, 2016). 
 
 
2.3.1.6 Lipidna sestava membran bakterij, ki smo jih uporabili v raziskavi 
 




Preglednica 1: Bakterije in pripadajoči lipidi. 
Prikazana je vrsta bakterije, taksonomska skupina v katero sodi in za bakterijo značilni membranski lipidi. 
Prirejeno po Sohlenkamp in Geiger, 2016.  
 
Vrsta Taksonomska skupina Glavni membranski lipidi 
Bacillus subtilis Firmicutes PG, CL, PE, LPG, GL, GPL 
Escherichia coli γ-proteobacteria PG, CL, PE 
Pseudomonas aeruginosa γ-proteobacteria PG, CL, PE, PC, OL, APG 
 
PG; fosfatidilglicerol, CL; kardiolipin, PE; fosfatidiletanolamin, LPG; lizin-fosfatidilglicerol, GL; glikolipidi, 
GPL; glikofosfolipidi, PC; fosfatidilholin, OL; ornitinski lipidi, APG; alanin-fosfatidilglicerol. 
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Slika 1: Strukturne formule lipidov, ki se najpogosteje pojavljajo pri bakterijah. A – fosfatidilglicerol, B 
– fosfatidilholin, C – fosfatidiletanolamin, D – fosfatidilserin, E – fosfatidilinozitol, F – kardiolipin, G – 
ceramid fosfoetanolamin, H – ornitinski lipid, I – hopanoidi.  
 
 
2.3.2 Membranski lipidi kvasovk in nitastih gliv 
 
V splošnem so glavni gradniki glivnih celičnih membran fosfolipidi, ki jih spremljajo steroli 
in v nekaterih primerih tudi glikolipidi in manjše količine sfingolipidov (Warner in sod., 
1986). Fosfatidilholin (PC) in fosfatidiletanolamin (PE) sta v vseh glivnih razredih 
najpogosteje zastopana glicerofosfolipida (Kuhn in sod., 1990). Nekateri membranski lipidi 
naj bi pri določenih patogenih vrstah delovali kot virulenčni dejavniki in prispevali k 
odpornost na zdravila ter imeli vlogo pri nastanku biofilma (Rella in sod., 2016). 
 
 
2.3.2.1 Lipidi kvasovk 
 
Za kvasovke so značilne maščobne kisline s 16 ali 18 atomi ogljika, ki so nasičene ( ̴ 20 %) 
ali mononenasičene ( ̴ 80 %). V membrani najdemo negativno nabite glicerofosfolipide kot 
so CL (opisan v poglavju 2.3.1.6), PI (opisan v poglavju 2.3.1.5) in PS (opisan v poglavju 
2.3.1.4). Ergosterol je eden glavnih nevtralnih (nepolarnih) lipidov v membrani kvasovk, 
sam po sebi lipidnega dvosloja ne tvori, vlogo pa ima v modulaciji njegove fluidnosti 
(Kohlwein, 2017). Med nepolarne lipide sodijo tudi trigliceridi (TG) in sterolni estri (STE), 
ki predstavljajo energijske rezerve in se večinoma pojavljajo v obliki lipidnih kapljic 
(Zweytick in sod., 2000; Blagović in sod., 2005). 
 
 
2.3.2.1.1 Sfingolipidi kvasovk in nitastih gliv 
 
Sfingolipidi so pomembni gradniki plazemske membrane kvasovk in nitastih gliv. Vključeni 
so v številne celične procese (Fontaine, 2017). Za kvasovke SL pri optimalnih rastnih 
pogojih niso esencialnega pomena, vendar njihovo pomanjkanje vodi v občutljivost celic na 
temperaturne razlike in nekatere ione. Prispevajo k stabilnosti membrane in služijo kot sidra 
membranskih proteinov (Kohlwein, 2010). Na primeru S. cerevisiae so pokazali, da so SL 
pomembni za odpornost na neugodne temperature, nizke vrednosti pH, osmotski stres in za 
preživetje v stacionarni fazi rasti. Sfingolipidi predstavljajo okrog 30 % vseh lipidov v 
plazmalemi S. cerevisiae (Blagović in sod., 2005). 
 
Za glive najbolj značilni SL so modificirani ceramidi, inozitol fosfoceramidi (IPC) in 
glukozilceramidi (Dickson in Lester, 1999). Gre za pomembne signalne molekule, vključene 
v procese ekso- in endocitoze, dinamiko aktinskeg citoskeleta, tvorbo membranskih 
mikrodomen, kontrolo celičnega cikla, odpornost na stres in privzem nutrientov. Pri 
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nekaterih patogenih vrstah gliv SL delujejo kot virulenčni dejavniki (Kohlwein, 2010). 
Ugotovili so, da pomanjkanje glukozilceramida pri nitastih glivah negativno vpliva na rast, 
diferenciacijo in virulenco (Fernandes in sod., 2018). 
 
Cerebrozidi ali monoheksoceramidi so nevtralni glikosfingolipidi (GSL), ki jih najdemo pri 
skoraj vseh evkariontskih organizmih in tudi pri nekaterih bakterijah. Znani so iz mnogih 
vrst gliv, z izjemo S. cerevisiae (Kohlwein, 2010). Glikosfingolipidi so pomemben sestavni 
del plazemske membrane gliv in ključni za procese celične rasti, diferenciacije, signalne 
transdukcije in patogeneze (Fernandes in sod., 2018).  
 
 
2.3.3 Membranski lipidi (hipertermofilnih) arhej 
 
Arheje so razvile mnoge specifične prilagoditve, ki jim omogočajo preživetje v ekstremnih 
okoljih, pri tem ima ključno vlogo posebna biokemična sestava lipidov in citoplazemske 
membrane. Membranski lipidi arhej imajo nenavadno zgradbo, ki temelji na različno dolgih 
izoprenoidnih verigah z etrsko povezanim glicerolom. Glavne komponente arhejskih 
membran so glicerolni dietri z dvema C20 verigama in diglicerolni tetraetri z dvema C40 
verigama. Za membrane termofilov so značilni tudi štirje ciklopentanski obroči nameščeni 
v ogljikovodikovi verigi. Glicerolni dietri tvorijo lipidni dvosloj, glicerolni tetraetri pa 
monosloj. Za prilagoditev arhej na ekstremne okoljske razmere so pomembni bipolarni 
lipidi, ti vsebujejo dve polarni glavi in hidrofobno izoprenoidno molekulo (Jacquemet in 
sod., 2009; Ulrih in sod., 2009). Od običajnih lipidov se arhejski lipidi razlikujejo tudi po 
značilni nižji temperaturi faznega prehoda (Yamauchi in sod., 1993). 
 
Polarni lipidi arhej so sestavljeni iz lipidnega jedra in polarne glave ali glikozida, ki je s 
fosfodiestrsko vezjo pripeta na lipidno osnovo. Najbolj značilni fosfolipidi so fosfoserin, 
fosfoinozitol, fosfoglicerol, fosfoetanolamin in mnogi fosfoglikolipidi pri katerih se kot 
sladkorna komponenta najpogosteje pojavljajo glukoza, guloza, manoza, galaktoza, inozitol 
in N-acetilglukozamin (Ulrih in sod., 2009). 
 
 
2.3.3.1 Primerjava arhejskih in bakterijskih lipidov 
 
V primerjavi z bakterijskimi lipidi se pri arhejah pojavljajo štiri specifične razlike v zgradbi 
lipidov: (i) Glicerofosfatna osnova arhejskih lipidov je sestavljena iz sn-glicerol-1-fosfata 
(G-1-P), ki je enantiomer sn-glicerol-3-fosfata (G-3-P) v bakterijskih fosfolipidih. 
Ogljikovodikove verige so pri lipidih arhej vezane na sn-2 in sn-3 položaj glicerolnega dela, 
medtem ko je pri bakterijskih lipidih vezava na sn-1,2 položaj. (ii) Ogljikovodikove verige 
so pri arhejah vezane na glicerolni del izključno z etrsko vezjo, pri bakterijah se večinoma 
pojavlja estrska vez. (iii) Ogljikovodikove verige polarnih arhejskih lipidov so močno 
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razvejani metilni izoprenoidi, pri bakterijah pa gre večinoma za nerazvejane 
maščobnokislinske verige. (iv) Številne vrste arhej vsebujejo bipolarne lipide s tetraetrskim 
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Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec Država 
2-propanol Merck Nemčija 
Agar Formedium VB 
Agaroza Nippon Genetics Europe Japonska 
Akrilamid SureCast 40 % (w/v) Thermo Fisher Scietific ZDA 
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection 
Reagent 
GE Healthcare UK 
Amonijak 25 % Merck Nemčija 
Ampicilin (Ampicillin sodium salt) Sigma ZDA 
Etanol (EtOH) Carlo Erba Reagents Italija 
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Ambion ZDA 
Fenol  Sigma ZDA 
Imidazol  Sigma  ZDA 
Izopropil β-D-tiogalaktozid (IPTG) Sigma ZDA 
Kalcijev klorid (CaCl2) Merck Nemčija 
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) Sigma  ZDA 
Kloroform Carlo Erba Reagents Italija 
Klorovodikova kislina (HCl) Sigma  ZDA 
Kloramfenikol (Cm) Sigma ZDA 
Luria-Bertanijevo (LB) gojišče LLG Labware Nemčija 
Metanol (MeOH) Carlo Erba Reagents Italija  
Natrijev dodecilsulfat (NaDS) Sigma ZDA 
Natrijev hidroksid (NaOH) Merck Nemčija  
Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) Merck Nemčija  
Natrijev klorid (NaCl) Merck Nemčija  
PageRuler Prestained Protein Ladder (10 - 250 kDa)  Thermo Fisher Scientific ZDA 
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific ZDA 
Posneto mleko v prahu Merck Nemčija 
Sephadex® G-50 GE Healthcare VB 
SimplyBlue™ SafeStain Thermo Fisher Scientific ZDA 
Spektinomicin (Sp) Sigma ZDA 
TEMED (N,N,N',N'-tetrametilendiamin) Sigma  ZDA 
Tetraciklin (Tc) Sigma ZDA 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje Preglednice 2: Seznam uporabljenih kemikalij 
 
Kemikalija Proizvajalec Država 
Trikloroocetna kislina (TCA) Sigma  ZDA 
Tris-HCl Merck  Nemčija  
Žveplova(VI)kislina Merck Nemčija 
 
Preglednica 3: Lipidi 


















Avanti Polar Lipids ZDA 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 4: Laboratorijska oprema 
Oprema Proizvajalec Država 
Aparatura za NaDS-PAGE Bio-Rad ZDA 
Aparatura za dokumentiranje gelov G:BOX Syngene VB 
Avtoklav Kambič Slovenija 
Centrifuga 3-30 KS Sigma Nemčija 
Centrifuga 5415 R Eppendorf Nemčija 
Centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
Centrifuga Centric 322A Tehtnica Slovenija 
Celulozno acetatni filtri 0,22 µm Sartorius  Nemčija  
Dializna membrana Spectra/Por™ Spectrum Labs ZDA 
Digestorij Variolab Waldner  Nemčija  
Električni kuhalnik  Korona Electric Nemčija  
Glass microfibre filters GF/A 20.3x25.4 Whatman UK 
Hladilnik +4°C Gorenje Slovenija 
Laminarij  Iskra  Slovenija  
Lupa Leica MZ FLIII, kamera: Leica DFC425 C, 
programska oprema: LAS V4.0 Leica Microsystems Nemčija 
Magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
Magnetno mešalo RET basic Ika Kitajska 
Se nadaljuje 
22 
 Zidar L. Interakcija egerolizinskih proteinov iz gliv rodu Pleurotus z lipidi iz bakterij, kvasovk in nitastih gliv. 
       Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Molekulska in funkcionalna biologija, 2021 
 
Nadaljevanje Preglednice 4: Laboratorijska oprema 
Oprema Proizvajalec Država 
Mikrotitrne plošče, 96 jamic, ravno dno, Costar Thermo Fisher Scientific ZDA 
Mikrotitrne plošče, 12 jamic, Costar Merck Nemčija 
Nitrocelulozna membrana (0.45 µm) Bio-Rad UK 
pH-meter SevenMulti™  Mettler Toledo Švica 
Plinski gorilnik Integra Biosciences ZDA 
PVDF membrana Immobilon-PSQ (0.2 µM) Merck Nemčija 
Rotacijski stresalnik The Belly Dancer Stovall life sciences Inc. ZDA 
Rotavapor R-134, V700 in vodna kopel B-480 Büchi Švica 
Sonikator Vibra-cell VCX 750 Sonics and Materials ZDA 
Spektrofluorometer FP-750 Jasco  Japonska  
Spektrofotometer NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific ZDA 
Spektrofotometer UV-1800 SHIMADZU  Japonska 
Steklene kroglice  Sigma-Aldrich ZDA 
Stresalnik Innova 2300 New Brunswick Scientific ZDA 
Stresalnik The Belly Dancer Stovall Life Science ZDA 
Stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica Slovenija 
Tehtnica L420 S Sartorius Nemčija 
Tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
Termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS100 Lab4You GmbH Nemčija 
Vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica Slovenija 
Zamrzovalnik -20°C  Liebherr Nemčija 
Zamrzovalnik -80°C Ultra Low Sanyo Japonska 
 
3.1.3 Raztopine in pufri 
 
Preglednica 5: Raztopine in pufri 
Pufer, raztopina Sestava 
PBS 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,8 mM, KH2PO4, 10,1 
mM Na2HPO4, pH 7,4 
NaDS elektroforezni pufer 250 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,92 M glicin, 1 % (m : 
v) NaDS 
NaDS ločevalni gel, 12% 
 
 
NaDS nanašalni gel, 4% 
300 µl akrilamid, 517 µl dH2O, 125 µL 3 M Tris, 
6,7 µl 10% NaDS, 50 µl 1.5% APS, 1 µl 1,5% 
TEMED na 1 ml 
100 µl akrilamid, 589 µl dH2O, 250 µl 0.5 M Tris, 
10 µl 10% NaDS, 50 µl 1,5% APS, 1 µl 1,5% 
TEMED na 1 ml 
TBS 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4 
Pufer za lizo 50 mM NaH2PO4 x 2H2O, 300 mM NaCl, pH 7,5 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 5: Raztopine in pufri 
 
Pufer, raztopina Sestava 
Pufer za spiranje  50 mM NaH2PO4 x 2H2O, 300 mM NaCl, 25 mM 
imidazol, pH 7,5 
Pufer za elucijo  50 mM NaH2PO4 x 2H2O, 300 mM NaCl, 300 mM 
imidazol, pH 7,5 
Pufer za dializo  20 mM Tris, pH 7,5 
Raztopina za blokado površine membrane PVDF in 
nitrocelulozne membrane 
1x pufer TBS z dodanim 5 % posnetim mlekom v 
prahu 
Raztopina za primarna proti-HIS in sekundarna 
kozja- proti mišja protitelesa 
1x pufer TBS z dodanim 5 % posnetim mlekom v 
prahu 
Ninhidrinski reagent 0,05 g ninhidrin, 40 mL butanol, 10 mL dH2O 
Primulin  5 mg, 100 mL aceton:voda (80:20, V:V) 
Aktivacijska raztopina za membrano PVDF 7,9% (m/V) CaCl2 x 2H2O, 10,4% (V:V) metanol , 
59,7% (V:V) 2-propanol  
5 % posneto mlekov prahu v pufru TBS 5 g/100 mL 
 
 
3.1.4 Gojišča  
 
Preglednica 6: Gojišča 
 
Gojišče Sestava 
LB (Luria-Bertani)  1 % (m : v) kazeinski hidrolizat 
0,5 % (m : v) kvasni ekstrakt 
1 % (m : v) NaCl 
LB gojišče Amp, Cm 25 g/L LB, 100 mg/mL Amp, 50 mg/mL Cm 
LB trdo gojiščče Amp 25 g/L LB, 15 g/L agar, 100 mg/mL Amp 
LB trdo gojišče Cm 25 g/L LB, 15 g/L agar, 50 mg/mL Cm (založna) 
LB trdo gojišče Sp 25 g/L LB, 15 g/L agar, 20 mg/mL Sp (založna) 
LB trdo gojišče Tet 25 g/L LB, 15 g/L agar, 12,5 mg/mL Tet (založna) 
YPD trdo gojišče Pepton 20 g/L, kvasni ekstrakt 10 g/L, dekstroza 20 
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3.1.5 Organizmi za izolacijo biofilma in ekstrakcijo membranskih lipidov 
 
Preglednica 7: Bakterijski sevi za izolacijo biofilma 
Organizem Vir 
Bacillus subtilis PS-216 WT Katedra za mikrobiologijo, Oddelek za živilstvo 
Biotehniške fakultete UL 
Bacillus subtilis PS-216 epsA-O::Tet  Katedra za mikrobiologijo, Oddelek za živilstvo 
Biotehniške fakultete UL 
Bacillus subtilis PS-216 tasA::Spec  Katedra za mikrobiologijo, Oddelek za živilstvo 
Biotehniške fakultete UL 
Bacillus subtilis 3610 WT Katedra za mikrobiologijo, Oddelek za živilstvo 
Biotehniške fakultete UL 
Bacillus subtilis 3610 epsA-O::Tet  Katedra za mikrobiologijo, Oddelek za živilstvo 
Biotehniške fakultete UL 
Bacillus subtilis 3610 tasA::Spec Katedra za mikrobiologijo, Oddelek za živilstvo 
Biotehniške fakultete UL 
Escherichia coli BL(21)DE3 Katedra za biokemijo, Oddelek za biologijo 
Biotehniške fakultete UL 
Pseudomonas aeruginosa EXB L-1125 Katedra za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov, Oddelek za biologijo 
Biotehniške fakultete UL 
 
 
Preglednica 8: Organizmi za ekstrakcijo membranskih lipidov 
Organizem Vir 
Saccharomyces cerevisiae CEN. PK. Katedra za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov, Oddelek za biologijo Biotehniške 
fakultete UL 
Saccharomyces cerevisiae EXE-527 Katedra za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov, Oddelek za biologijo Biotehniške 
fakultete UL 
Escherichia coli BL(21)DE3 Katedra za biokemijo, Oddelek za biologijo 






 Zidar L. Interakcija egerolizinskih proteinov iz gliv rodu Pleurotus z lipidi iz bakterij, kvasovk in nitastih gliv. 
       Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Molekulska in funkcionalna biologija, 2021 
 
Nadaljevanje Preglednice 8: Organizmi za ekstrakcijo membranskih lipidov 
 
Bacillus subtilis (vsi sevi iz Preglednice 7) Katedra za mikrobiologijo, Oddelek za živilstvo 
Biotehniške fakultete UL 
Pseudomonas aeruginosa EXB L-1125 Katedra za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov, Oddelek za biologijo Biotehniške 
fakultete UL 
Prevotella sp. Katedri za mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo, 
Oddelka za zootehniko, Biotehniške fakultete, UL 
Aeropyrum pernix K1 Katedra za biokemijo in kemijo živil, Oddelek za 
živilstvo, Biotehniške fakultete UL 
Pichia pastoris Inštitut Jožef Stefan, Ljubljana 
Yarrowia lipolytica 
Aspergillus niger 
Podjetje Acies Bio 
Odsek za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, 
Kemijski inštitut, Ljubljana 
  
Aspergillus terreus Odsek za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, 
Kemijski inštitut, Ljubljana 
 
 
3.2 METODE  
 
3.2.1 Izolacija OlyA-mCherry 
 
3.2.1.1 Transformacija kompetentnih celic E. coli DH5α 
 
100 µL kompetentnih celic E. coli (DH5α), ki so bile pripravljene na Katedri za biokemijo, 
Oddelka za biologijo, Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani in shranjene na -80 °C, 
smo odtajali na ledu in jim dodali 1 µL plazmidne DNA (plazmid  z vključenim zapisom za 
OlyA-mCherry). Mikrocentrifugirko s transformacijsko mešanico smo 10 minut inkubirali 
na ledu in nato 90 sekund v vodni kopeli pri 42 °C. Mikrocentrifugirko smo iz vodne kopeli 
prenesli nazaj na led, mešenici dodali 600 µL tekočega gojišča LB in vse skupaj inkubirali 
1 uro na stresalniku pri 37 °C in 180 obratih/min. Po inkubaciji smo gojišče s 
transformiranimi celicami razmazali na agarne plošče LB Amp. 
 
3.2.1.2 Izolacija plazmidne DNA 
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Kolonije transformiranih bakterij, ki so preko noči zrasle na ploščah, smo s sterilnim 
zobotrebcem precepili v 10 mL tekočega selekcijskega gojišča LB Amp. Epruvete smo čez 
noč inkubirali na stresalniku pri 37 °C in 180 obr./min.  
Za izolacijo rekombinantne plazmidne DNA smo uporabili komercialni komplet GeneJET 
Plasmid Miniprep in izolacijo izvedli po navodilih proizvajalca. Za določitev koncentracije 
in čistosti izolirane plazmidne DNA smo uporabili spektrofotometer NanoDrop 1000. 
 
3.2.1.3 Izolacija OlyA-mCherry 
 
Izolirano plazmidno DNA z zapisom za OlyA-mCherry smo transformirali v ekspresijski 
sev BL21(DE3) pLysE po postopku opisanem v poglavju 3.2.1.1. Transformirane celice 
smo razmazali na agarno ploščo LB Amp Cm in jih preko noči inkubirli na 37 °C. 
 
Po eno kolonijo transformiranih bakterijskih celic, ki so čez noč zrasle na plošči, smo s 
sterilnim zobotrebcem precepili v 10 mL gojišča LB Amp Cm in čez noč inkubirali na 
stresalniku na 37 °C in 180 obr./min. 
 
3.2.1.4 Izražanje rekombinantnih proteinov 
 
Naslednji dan smo iz epruvete  prekonočno kulturo prelili v dvolitrske erlenmajerice s 400 
mL gojišča LB Amp Cm in bakterijsko kulturo približno dve uri inkubirali pri 37 °C s 
stresanjem pri 180 obr./min. Med inkubacijo smo v ustreznih časovnih intervalih merili 
optično gostoto bakterijske brozge pri 600 nm (OD600). Ko je optična gostota bakterij pri 600 
nm dosegla vrednost absorbance med 0,5 in 0,8 smo izražanje proteina inducirali z 
induktorjem 1 mM IPTG ter kulturo čez noč stresali pri 20 °C in 180 obr./min. Po končani 
inkubaciji smo biomaso zbrali z 10 minutnim centrifugiranjem pri 4 °C in 6000 obr./min. 
Celično usedlino smo spirali s fiziološko raztopino s pomočjo steklenih kroglic ter nato 
ponovno centrifugirali 10 minut pri 4 °C in 6000 obr./min. Bakterijske celice smo do 
nadaljnega shranili pri -20 °C. 
 
3.2.1.5 Homogenizacija bakterijskih celic 
 
Usedlino bakterij, shranjeno pri -20 °C, smo odtalili na ledu in ji dodali 2 mL pufra za lizo 
na 1 g biomase, 0,5 mg lizocima na 1 mL pufra za lizo, 5 U benzoaze, 20 µg na mL RNaze-
ribonukleaze A, benzamidin s končno koncentracijo 1 mM in inhibitorje proteaz (PMSF) s 
končno koncentracijo 0,5 mM. Centrifugirko smo ovili z alu folijo in jo 15 min stresali pri 
4 °C. Bakterijske celice smo 10 min sonicirali (2 s pulz in 2 s premor) pri 38% maksimalne 
amplitude in jih medtem hladili na ledu. Bakterijski lizat smo v nadaljevanju centrifugirali 
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30 min pri 4 °C in 15.500 obr./min, da sta se topna in netopna frakcija ločili. Pridobljeno 
topno frakcijo smo ponovno centrifugirali 30 minut na 4 °C in 100.000 x g.  
 
3.2.1.6 Izolacija rekombinantnega proteina z nikelj afinitetno kromatografijo 
 
Za izolacijo rekombinantnega OlyA-mCherry smo uporabili nikelj afinitetno 
kromatografijo. Proteini, ki imajo histidinsko oznako His6 se vežejo na nikljeve ione, ki so  
imobilizirani na nitrilotriocetno kislino  (NTA; ang. nitrilotriacetic acid), čemur pravimo 
Ni-NTA. 
Ni-NTA, ki je vezana na agarozo, smo sprali  z nekaj mL pufra za lizo. Ni-NTA agarozo in 
dodan bakterijski lizat smo nato inkubirali 30 min pri rahlem stresanju, na 4 °C in v temi. Po 
inkubaciji smo vzorec nanesli na stekleno kolono in zbrali nevezano frakcijo. Kolono smo 
nato sprali s približno 15 mL pufra za lizo in 30 mL pufra za spiranje. Protein smo iz kolone 
eluirali s postopnim dodajanjem manjše količine (1 mL) pufra. Eluiran vzorec s proteinom 
smo prestavili v dializno črevo z velikostjo por 6000-8000 Daltonov in premerom 32 mm 
ter ga dali v večjo čašo s pufrom za dializo. Dializirali smo ga v temi, preko noči na 4 °C z 
rahlim mešanjem in prestavljanjem dializnega črevesa v čaše s svežim pufrom. 
Po končani dializi smo prisotnost in čistost OlyA-mCherry dokazali s poliakrilamidno 
elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE), koncentracijo proteina 
pa s pomočjo spektrofotometra NanoDrop, pri čemer smo pomerili absorbanco pri valovni 
dolžini 280 nm. Pri izračunu končne koncentracije proteina smo upoštevali njegov 
ekstinkcijski koeficient, ki smo ga pridobili s pomočjo orodja ProtParam iz njegovega 
aminokislinskega zaporedja na portalu ExPASy. 
 
3.2.1.7 Poliakrilamidna gelska elektoroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) 
 
Po dializi smo prisotnost in čistost OlyA-mCherry preverili s NaDS-PAGE. Pripravili smo 
12 % NaDS gel z debelino 1 mm. Najprej smo v stekleni čaši zamešali sestavine za ločevalni 
gel, ki je vseboval 40 % akrilamid (1500 µL), dH2O (2586,5 µL), 3 M Tris pH 8,8 (625 µL), 
10 % NaDS (33,5 µL), 1,5 % APS (250 µL) in TEMED (5 µL) ter ga nanesli v prostor med 
stekelci, nanj pa nalili izopropanol. Ko se je gel strdil, smo izopropanol odlili. V stekleni 
čaši smo nato pripravili še nanašalni gel, ki smo ga zamešali iz 40 % akrilamid (300 µL), 
dH2O (1767 µL), 0,5 M Tris pH 6,8 (750 µL), 10 % NaDS (30 µL), 1,5 % APS (150 µL) in 
TEMED (3 µL) ter ga vlili nad ločevalni gel. Med stekelci smo vstavili glavniček z desetimi 
jamicami. Ko se je nanašalni gel strdil, smo glavniček previdno odstranili. 
V centrifugirki smo zamešali 15 µL izoliranega OlyA-mCherry in 5 µL nanašalnega pufra, 
vse skupaj smo 3 min segrevali v vreli vodi. Vzorce smo pred nanosom na gel centrifugirali. 
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V jamice pripravljenega gela smo nanesli 10 µL vzorca in proteinske standarde. 
Elektroforeza je potekala 55 min pri napetosti 180 V. Po končani elektroforezi, smo gel 
trikrat po 5 min spirali z dH2O. Sledilo je enourno barvanje z barvilom SimplyBlue SafeStin 
in razbarvanje preko noči v dH2O.  
 
3.2.2 Gojenje bakterij, kvasovk in nitastih gliv 
 
Bakterijske seve B. subtilis, P. aeruginosa in E. coli smo precepili na sveža gojišča z 
ustreznimi antibiotiki. Mutirana seva B. subtilis PS-216 EpsA-O::Tet in B. subtilis 3610 
EpsA-O::Tet, smo nacepili na gojišče z dodanim tetraciklinom v končni koncentraciji 20 
µg/mL. Mutirana seva B. subtilis PS-216 TasA::Sp in B. subtilis 3610 TasA::Sp, smo 
nacepili na gojišče s spektinomicinom v končni koncentraciji 100 µg/mL, E. coli BL21(DE3) 
smo nacepili na gojišče z ampicilinom in kloramfenikolom. Sevom B. subtilis 3610 WT, B. 
subtilis PS-216 WT in P. aeruginosa v gojišče ni bilo potrebno dodati antibiotika. S sterilno 
ezo smo na agarno ploščo konfluentno nacepili po eno kolonijo posameznega seva in jih 
gojili čez noč pri 37 °C.  
 
Kvasovke S. cerevisiae EXE-527, S. cerevisiae CEN. PK. in P. pastoris smo s sterilno ezo 
konfluentno nacepili na gojišče YPD. Gojenje je potekalo tri dni pri temperaturi 30 °C. 
Kvasovko Y. lipolytica smo dobili na gojišču YPD v zadostni količini. 
 
 
3.2.3 Izolacija bakterijskega biofilma 
 
Biofilm bakterij smo izolirali po protokolu, ki so ga napisali Dogša in sod. (2013). Biomaso 
posameznih bakterijskih sevov B. subtilis, P. aeruginosa in E. coli smo s pomočjo eze 
pobrali iz trdega gojišča in jo prenesli v 15 mL centrifugirko. Za vsak g biomase smo v 
centrifugirko dodali en mL fosfatnega pufra in vsebino premešali na vibracijskem 
mešalniku. Vzorce smo nato sonicirali 5 s pri amplitudi 30 µm. Sledilo je dodajanje 0,2 M 
NaOH v končni koncentraciji 0,1 M. Vzorce smo za 5 min inkubirali na ledu, premešali na 
vibracijskem mešalniku in ponovno 5 min inkubirali na ledu. Dodali smo hladno 0,2 M HCl 
v končni koncentraciji  0,1 M. Centrifugirke z vsebino smo nato centrifugirali 10 min pri 
10.000 obr./min in 4 °C. Pridobljeni supernatant smo prestavili v novo 50 mL centrifugirko 
in mu dodali 3-kratni volumen hladnega 96 % etanola in vsebino za 20 ur postavili na 4 °C, 
da je poteklo obarjanje. Preostalo vsebino (celično usedlino) smo shranili na -20 °C in jo 
kasneje uporabili za ekstrakcijo lipidov. Po obarjanju smo vzorce centrifugirali 10 min pri 
10.000 obr./min in 4 °C. Supernatant smo zavrgli, oborjeni usedlini smo najprej dodali 10-
kratni volumen dH2O, nato pa 0,9% NaCl, da je bila končna koncentracija 0,5%. Vzorce 
smo nato ponovno oborili z uporabo 3-kratnega volumna hladnega 96 % etanola, 20 ur pri 4 
°C. Po obarjanju smo vzorce ponovno centrifugirali 10 minut pri 10.000 obr./min in 4 °C. 
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Po centrifugiranju smo supernatant previdno odlili. Odprte centrifugirke smo postavili v 
toplo sobo in pustili, da so se vzorci biofilma posušili. Posušene biofilme smo stehtali in jih 
raztopili v vodi MQ do končne koncentracije 10 mg/mL. Do uporabe smo jih hranili na -20 
°C.  
Zgoraj opisani protokol za izolacijo biofilma je optimiziran za B. subtilis, zato smo za 
uspešno izolacijo biofilmov iz bakterij P. aeruginosa EXB L-1125 in E. coli BL21(DE3) 
protokol spremenili. Optimizirali smo dolžino soniciranja, in sicer smo celice P. aeruginosa 
in E. coli sonicirali le 2 s pri amplitudi 30 µm, drugi koraki protokola pa so ostali 
nespremenjeni.  
 
3.2.4 Lastnosti bakterijskega biofilma 
 
3.2.4.1 Določanje koncentracije polisaharidov v vzorcih biofilma  
 
Koncentracijo polisaharidov v biofilmih, izoliranih iz sevov B. subtilis, P. aeruginosa in E. 
coli, smo določili s fenol-žveplovo(VI) kislino, metodo po Albalasmeh in sod. (2013). 
Poskus smo izvedli na mikrotitrni plošči. V posamezno jamico smo odpipetirali 50 µL 
redčenega vzorca biofilma, 12,5 µL 5 % fenola in 125 µL žveplene kisline. Ploščo z vzorci 
smo inkubirali 20 min pri sobni T, da je reakcija potekla. Po inkubaciji smo pomerili 
absorbanco pri valovni dolžini 490 nm. Hkrati smo po istem postopku pripravili redčitveno 
vrsto glukoze (2,56 mg/mL, 1,28 mg/mL, 0,64 mg/mL, 0,32 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,08 
mg/mL, 0 mg/mL). S pomočjo dobljenih vrednosti absorbanc redčitvene vrste, smo dobili 
umeritveno krivuljo in ustrezno enačbo, iz katere smo za vsak vzorec, ob upoštevanju 
faktorja redčenja, izračunali koncentracijo polisaharidov. 
 
 
3.2.4.2 Določanje koncentracije nukleinskih kislin v vzorcih biofilma 
 
Koncentracijo nukleinskih kislin v biofilmih izoliranih iz sevov B. subtilis, P. aeruginosa in 
E. coli smo določili s pomočjo spektrofotometra NanoDrop 1000 pri valovni dolžini 260 nm. 
 
 
3.2.4.3 Določanje koncentracije proteinov v vzorcih biofilma 
 
Koncentracijo proteinov v biofilmih izoliranih iz sevov B. subtilis, P. aeruginosa in E. coli 
smo določili s pomočjo komercialnega kompleta Pierce™ BCA Protein Assay Kit. V jamice 
mikrotitrne plošče smo odpipetirali po 5 µL biofilma in 5 µL MQ vode. V vdolbinice smo 
odpipetirali tudi po 10 µL znanih standardov govejega serumskega albumina, ki smo jih 
potrebovali za umeritveno krivuljo. Pripravili smo mešanico reagentov A in B v volumskem 
razmerju 40:1 in v vsako jamico odpipetirali 190 µL mešanice. Mikrotitrno ploščo smo 30 
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min inkubirali na 37 °C. Po inkubaciji smo pomerili absorbanco posameznih vzorcev pri 
valovni dolžini 550 nm. Glede na vrednost absorbanc znanih standardov, smo pripravili 
umeritveno krivuljo in iz dobljene enačbe izračunali koncentracijo proteinov v vzorcu.  
 
3.2.5 Ekstrackija polarnih in nepolarnih lipidov 
 
Lipide smo ekstrahirali po protokolu iz Seppo in sod. (2000). Biomaso celic smo stehtali in 
dodali 3-kratni V hladne dH2O. Vsebino smo premešali na vibracijskem mešalu in jo iz 
centrifugirke prestavili v stekleno bučko z ravnim dnom. Glede na prvotno biomaso celic, 
smo dodali 8-kratni V ledeno hladnega metanola in mešanico 20 s mešali na vibracijskem 
mešalu. Vzorec smo na mešalu homogenizirali 5 min. Mešanici smo, glede na prvotno 
biomaso celic, dodali 4-kratni V kloroforma. Vzorec smo nato mešali 20 s na vibracijskem 
mešalu. Bučke z vsebino smo čez noč pustili na mešalu v digestoriju pri sobni T, da se je 
vršila ekstrakcija lipidov. Naslednji dan smo pripravili steklene epruvete, jih zatehtali in 
vanje prelili ekstrahirane vzorece iz bučk. Centrifugirali smo jih 15 min pri 2500 obr./min 
in 25 °C. Supernatante smo previdno odstranili s Pasteurjevo pipeto in jih prenesli v steklene 
bučke z ravnim dnom ter shranili pri 4 °C. Sedimente smo stehtali in ponovno ekstrahirali s 
tremi V hladne dH2O, osmimi V ledeno hladnega metanola in štirimi V kloroforma za vsak 
g biomase, z vmesnim mešanjem na vibracijskem mešalu. Mešanico smo nato centifugirali 
15 min pri 2500 obr./min in 25 °C. Supernatante smo previdno odstranili s Pasteurjevo pipeto 
in jih združili s prvotnim ekstraktom, ki smo ga shranili na 4°C. Mešanici obeh 
supernatantov smo dodali tolikšen V dH2O, da smo spremenili prvotno razmerje topil 
metanol:kloroform:destilirana voda iz 8:4:3 v 8:4:5,6. Ponovno smo centrifugirali 15 min 
pri 2500 obr./min in 25 °C. Dobili smo dve ločeni fazi, zgornjo (polarno) in spodnjo 
(nepolarno). S Pasteurjevo pipeto smo najprej odpipetirali zgornjo fazo, jo shranili v stekleno 
bučko in nato odpipetirali še spodnjo fazo. Bučke smo pred uporabo očistili z raztopinami z 
naraščajočo polarnostjo (kloroform, aceton, etanol, metanol, voda) in posušili. Ekstrahirane 
lipide v bučkah smo posušili na rotavaporju. 
Po sušenju smo lipidom določili maso. Posušenim polarnim lipidom smo dodali manjši V 
mešanice topil kloroform:metanol:dH2O = 4:8:3, posušenim nepolarnim lipidom pa smo 
dodali manjši V mešanice topil kloroform:metanol = 1:1 in premešali na vibracijskem 
mešalniku. Raztopljene lipide iz bučk smo s Pasteurjevo pipeto prenesli v viale, ki smo jih 
predhodno očistili s serijo topil z naraščajočo polarnostjo, jih nato posušili in prazne 
zatehtali. Lipide v vialah smo posušili z dušikom. Viale s posušenimi lipidi smo ponovno 
zatehtali in določili maso celokupnih lipidov. Posušenim polarnim vzorcem lipidov v viali 
smo dodali tolikšen V mešanice kloroform:metanol:dH2O = 4:8:3, da smo dobili končno 
koncentracijo polarnih lipidov 66 mg/mL. Posušenim nepolarnim vzorcem v vialah pa smo 
dodali tolikšen V mešanice kloroform:metanol = 1:1, da je bila njihova končna koncentracija 
50 mg/mL. 
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Iz arheje Aeropyrum pernix K1 smo dobili že izolirane celokupne lipide s koncentracijo 10 
mg/mL. Izolirane polarne in nepolarne lipide iz bakterije Prevotella sp., smo dobili že 
pripravljene. Bakterijo Prevotella sp. so namnožili na Katedri za mikrobiologijo in mikrobno 
biotehnologijo, Oddelka za Zootehniko, Biotehniške fakultete, UL. Založna koncentracija 
polarne in nepolarne frakcije lipidov iz bakterije Prevotella sp. je bila 40 mg/mL. 
 
3.2.6 Točkovni nanos biofilmov in lipidov 
 
3.2.6.1 Točkovni nanos biofilmov in lipidov polarnih ter nepolarnih faz 
 
Na pripravljene koščke nitrocelulozne membrane, velikosti 1 cm x 1 cm, smo nanesli po 2 
µL, 10 µL in 20 µL v vodi raztopljenih vzorcev biofilma s koncentracijo 10 mg/mL. Končna 
masa biofilmov na membranah je znašala 20, 100 in 200 µg.  
Na koščke nitrocelulozne membrane smo nanesli izolirane polarne in nepolarne lipide iz 
bakterij, kvasovk, nitastih gliv in ene vrste arhej. Nanesli smo po 2 µL nepolarnih lipidov 
(50 mg/mL), raztopljenih v mešanici topil kloroform:metanol = 1:1 in  2 µL polarnih lipidov 
(66 mg/mL) iz bakterij, ki so bili raztopljeni v mešanici metanol:kloroform:dsH2O = 4:8:3. 
Končna masa nepolarnih lipidov na membrani je bila 100 µg, polarnih pa 132 µg. Polarnih 
lipidov iz kvasovk in nitastih gliv smo na membrano nanesli toliko, da je končna masa na 
membrani znašala 150 µg. Dodatno smo na membrano nanesli še po 0,5, 1 in 2 µL polarne 
in nepolarne frakcije lipidov iz P. aeruginosa. 
Iz arheje A. pernix K1 smo dobili že izolirane celokupne lipide (10 mg/mL). Na membrano 
smo nanesli 10 µL in 15 µL, končni masi celokupnih lipidov na membrani sta bili 100 µg in 
150 µg. Na membrano smo nanesli tudi po 2 µL polarnih in nepolarnih lipidov izoliranih iz 
bakterije Prevotella sp. (40 mg/ml) njihova končna masa je bila 80 µg. 
Tako pripravljene koščke nitrocelulozne membrane z nanešenimi biofilmi oz. lipidi smo 
položili v vdolbinice mikrotitrne plošče z 12 jamicami. V vsako vdolbinico s koščkom 
membrane smo dodali po 1 mL 5 % posnetega mleka v pufru TBS in čez noč stresali na 4 
°C. Naslednji dan smo 5 % posneto mleko v pufru TBS iz vdolbinic odstranili. Pripravili 
smo sveže 5 % posneto mleko v pufru TBS in mu dodali protein OlyA-mCherry, da je bila 
njegova koncentracija 10 µg/mL. V vsako vdolbinico smo dali po 1 mL v mleku 
razredčenega proteina. Tako pripravljene plošče z vzorci in proteinom, smo ovili v alu folijo 
in inkubirali 2 uri na mešalu na sobni T. Po končani inkubaciji smo s pipeto odstranili mleko 
in membrane v vdolbinicah spirali trikrat po 5 min, vsakokrat smo v vdolbinico dali 1 mL 
pufra TBS. Interakcijo proteina OlyA-mCherry z biofilmi in lipidi smo preverili pod 
stereolupo Leica z uporabo filtra za fluorescenčni protein mCherry. 
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3.2.6.2 Točkovni nanos lipidnih standardov 
 
Uporabili smo lipidne standarde POPC (10 mg/mL), CPE Avanti (5 mg/mL) in CPE Matreya 
(5 mg/mL). Lipidni standard CPE (Avanti), ki je bil shranjen v zamrzovalniku na -80 °C, 
smo zatehtali v stekleno vialo in ga do željene koncentracije raztopili v mešanici topil 
kloroform:metanol = 9:1. Lipidni standard POPC smo do željene koncentracije raztopili v 
kloroformu. Standarda CPE Avanti in CPE Matreya sta služila kot pozitivna kontrola, POPC 
pa kot negativna kontrola. Posamezne lipidne standarde smo nanesli na nitrocelulozno 
membrano, da je bila njihova končna masa na membrani 5 µg. Primerjali smo tudi jakost 
interakcije proteina OlyA-mCherry s standardoma CPE Avanti in CPE Matreya. Na koščke 
nitrocelulozne membrane smo nanesli ustrezno količino posameznega standarda, da je bila 
končna masa lipidov na membrani 0, 1, 2˙5, 5, 7˙5 in 10 µg. Poskus smo nadaljevali po 
protokolu, opisanem v poglavju 3.2.6.1. 
 
3.2.7 Ločitev izoliranih lipidov s tankoplastno kromatografijo in prenos na membrano 
PVDF (prenos far-eastern) 
 
3.2.7.1 Ločitev izoliranih lipidov s tankoplastno kromatografijo 
 
Za ločitev izoliranih polarnih in nepolarnih lipidov smo uporabili aluminijasto ploščo 
prevlečeno s silikagelom (TLC; ang. thin layer chromatography). Ta ima polaren značaj in 
predstavlja stacionarno fazo za ločitev lipidov. Za mobilno fazo smo uporabili mešanico 
topil kloroform, metanol in 25 % raztopino amonijaka. Zaradi kapilarnih sil mobilna faza (z 
nepolarnim značajem) potuje po stacionarni fazi in s seboj nosi lipide, ki se ob tem ločujejo 
vzdolž plošče. 
Pripravili smo dve plošči TLC, eno za ločbo polarnih in drugo za ločbo nepolarnih lipidov, 
v obeh primerih smo uporabili iste lipidne standarde. Dva cm od spodnjega roba plošče smo 
označili štartno linijo na katero smo kasneje nanesli lipide, 10 cm od nje smo zarisali še 
linijo, ki je predstavljala fronto. Plošči TLC smo 30 min segrevali na 120 °C. Ko sta se 
ohladili, smo na označeno štartno črto s Hamiltonovo brizgo v tanki liniji (dolgi 0,5 cm) 
nanesli vzorce lipidov in lipidnih standardov. Na ploščo s polarnimi lipidi smo nanesli po 2 
µL posameznega vzorca s koncentracijo 66 mg/mL, končna masa posamezne frakcije 
polarnih lipidov na plošči je bila 132 µg. Na ploščo z nepolarnimi lipidi smo nanesli po 2 
µL posameznega vzorca s koncentracijo 50 mg/mL, končna masa posamezne frakcije 
nepolarnih lipidov na plošči je bila 100 µg. Lipidne standarde smo na ploščo nanesli v 
takšnih količinah, da je bila njihova končna masa na plošči TLC 7 µg. 
Za ločevanje lipidov polarnih frakcij smo pripravili mobilno fazo iz topil metanol : 
kloroform : 25 % amonijak = 40:40:10. Za ločevanje lipidov nepolarnih frakcij smo uporabili 
enaka topila v razmerju 65:25:4. V dve ločeni kromatografski komori smo nalili mobilni 
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fazi, komori pokrili in pretresli, da se je vzpostavil parni tlak topil. TLC plošči z nanešenimi 
in posušenimi lipidi smo postavili v kromatografski komori. Ko sta mobilni fazi pripotovali 
do zarisane zgornje fronte, smo plošči vzeli iz komor in ju v digestoriju dobro posušili s 
sušilnikom za lase. 
 
3.2.7.2 Prenos lipidov iz plošče TLC na membrano PVDF (prenos far-eastern) 
 
Polarne in nepolarne lipide smo iz posušene plošče TLC prenesli na membrano PVDF. Na 
večji kos alu folije smo položili filter iz steklenih vlaken (ang. Glass microfibre filter), nanj 
pa položili ploščo TLC, da je bila stran z lipidi obrnjena navzgor. Membrano PVDF smo 30 
s namakali v aktivacijski mešanici, ki smo jo pripravili iz 106 g CaCl2 x 2H2O, 40 mL H2O, 
14 mL metanola in 80 mL 2-propanola. Aktivirano membrano PVDF smo previdno položili 
na ploščo TLC in na vrh postavili še en filter iz steklenih vlaken. S predhodno ogretim 
likalnikom (180 °C) smo za 30 s pritisnili na zloženko iz membran. Membrano PVDF s 
prenesenimi lipidi smo prenesli v kadičko s 5 % posnetim mlekom v pufru TBS in jo čez 
noč pustili na stresalniku na 4 °C. Naslednji dan smo 5 % posneto mleko v pufru TBS 
odstranili iz kadičke in ga zamenjali za raztopino proteina. Pripravili smo sveže 5 % posneto 
mleko v pufru TBS in mu dodali OlyA-mCherry (10 µg/mL). Kadičko z membrano PVDF 
smo ovili v alu folijo in jo za 2 h postavili na mešalo na sobno T. Po inkubaciji s proteinom, 
smo membrano PVDF spirali trikrat po 5 min s pufrom TBS. Sledila je enourna inkubacija 
s primarnimi protitelesi. 10 µL primarnih protiteles smo dodali v 10 mL 5 % posnetega 
mleka v pufru TBS in skupaj z membrano PVDF 1 h stresali na sobni T. Potem smo 
membrano trikrat po 15 min spirali s pufrom TBS. Sledila je inkubacija z označenimi 
sekundarnimi protitelesi. 10 µL sekundarnih protiteles smo dodali v 10 mL 5 % mleka v 
pufru TBS in skupaj z membrano PVDF 1 h stresali na sobni T. Potem smo membrano trikrat 
po 15 min spirali s pufrom TBS. 
Vezavo protiteles smo zaznali s komercialnim kompletom ELC Prime Western Blotting 
Detection Reagent. Reagent A in reagent B smo zmešali v enakem razmerju (V:V) in ju 
prelili preko membrane PVDF. Interakcijo smo zaznali s pomočjo naprave G-box in 
programa GeneSnap. 
Ploščo TLC s polarnimi oz. nepolarnimi lipidi smo naprhali s primulinom in slikali pod UV 
lučjo. Nato smo ploščo naprhali še z ninhidrinskim reagentom, ki rožnato obarva amino 
skupine lipidov in jo slikali pod vidno svetlobo. 
 
3.2.8 Obdelava slik točkovnega nanosa lipidov v programu FIJI ImageJ 
 
Za ovrednotenje jakosti interakcije OlyA-mCherry z bakterijskim biofilmom in izoliranimi 
lipidi iz mikroorganizmov smo pridobljene slike obdelali v programu FIJI ImageJ. Slike 
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interakcije OlyA-mCherry z različnimi vzorci smo dobili z zgoraj opisano metodo 
točkovnega nanosa in slikanjem pod stereolupo Leica s filtrom za fluorescenčni protein 
mCherry. Posamezne slike vzorcev, negativne in pozitivne kontrole smo najprej združili v 
linijo. Tako združene slike smo uvozili v program FIJI ImageJ in odčitali jakost interakcije 
oz. signala. Dobljene vrednosti smo delili s količino posameznega vzorca na membrani (µg) 
in za vsak vzorec posebej preračunali jakost signala v odstotkih (%) glede na pozitivno 
kontrolo (CPE Avanti ali lipidi iz bakterije Prevotella sp.), ki je predstavljala 100 % 
interakcijo. Na ta način smo iz reprezentativnih slik interakcije OlyA-mCherry z različnimi 
vzorci, dobili pripadajoče relativne številčne vrednosti interakcije.  
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4.1 INTERAKCIJA OlyA-mCherry S KOMPONENTAMI BIOFILMOV IZBRANIH 
BAKTERIJSKIH VRST 
 
V prvem delu naloge smo se posvetili izolaciji bakterijskega biofilma in preverjanju 
interakcije OlyA-mCherry s komponentami biofilma. 
 
 
4.1.1 Izolacija bakterijskega biofilma 
 
Iz različnih bakterijskih vrst smo po protokolu Dogše in sod. (2013) izolirali biofilm. 
Uporabljeni bakterijski sevi so prikazani v Preglednici 9.  
 
Preglednica 9: Bakterijski sevi iz katerih smo izolirali biofilme 
Bakterijski sev   Tvori biofilm 
P. aeruginosa EXB L-1125   
 
E. coli BL21(DE3)    
 Protein tasA Polisaharidi EpsA-O Tvori biofilm 
B. subtilis PS-216 WT 
   
B. subtilis PS-216 tasA    
B. subtilis PS-216 epsA-O 
   
B. subtilis 3610 WT 
   
B. subtilis 3610 tasA    
B. subtilis 3610 epsA-O 
   
 
 
Izolacijo biofilma vsakega bakterijskega seva smo ponovili dvakrat. Količine začetnih 
biomas iz katerih smo izolirali biofilm in končne mase izoliranih biofilmov so prikazane v 
Preglednici 10. 
 
Protokol za izolacijo biofilma Dogše in sod. (2013) je prilagojen sevom bakterije B. subtilis. 
Posledično je izolacija biofilma P. aeruginosa in E. coli predstavljala večji izziv, saj smo pri 
njiju po 5-sekundni sonikaciji dobili večje količine sluzi, ki je pri sevih B. subtilis ni bilo. V 
drugi seriji izolacije biofilmov smo zato dolžino soniciranja za P. aeruginosa in E. coli 
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Preglednica 10: Količine začetnih materialov in izoliranih biofilmov po 1. in 2. izolaciji 













B. subtilis PS-216 WT 1150 0,16 786 0,50 
B. subtilis PS-216 epsA-O 646 0,74 483 4,31 
B. subtilis PS-216 tasA 699 3,64 584 4,63 
P. aeruginosa EXB L-1125 1306 1,93 155* 5,21* 
B. subtilis 3610 WT 670 0,83 458 0,63 
B. subtilis 3610 epsA-O 620 0,50 / / 
B. subtilis 3610 tasA 781 3,24 181 1,33 
E. coli BL21(DE3) 592 0,10 152* 1,10* 
* Sonikacija je potekala 2 sekundi. 
 
4.1.2 Lastnosti biofilma 
 
Da bi se prepričali o uspešnosti izolacije biofilma in potrdili njegovo prisotnost, smo 
izolatom določili nekatere vrednosti in lastnosti. Posameznim vzorcem biofilma smo določili 
koncentracijo nukleinskih kislin, proteinov in sladkorjev.  
 
Prav tako smo ravnali tudi s sluzjo P. aeruginosa in E. coli, ki smo jo dobili po 5-sekundni 
sonikaciji. Preverili smo koncentracijo nukleinskih kislin, proteinov in sladkorjev. Ugotovili 
smo, da sta v sluzi P. aeruginosa količini nukleinskih kislin in proteinov primerljivi, manj 
pa je sladkorjev (Slika 2-3a). Sluz E. coli sestoji večinoma iz nukleinskih kislin, manj je 
proteinov in zelo malo sladkorjev (Slika 2-8a).  
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Slika 2: Koncentracija nukleinskih kislin, proteinov in sladkorjev v mg/mL biofilma in sluzi. 
1 – B. subtilis 3610 tasA; 
2 – B. subtilis PS-216 WT; 
3 – P. aeruginosa EXB L-1125; 
4 – B. subtilis PS-216 epsA-O; 
5 – B. subtilis PS-216 tasA; 
6 – B. subtilis 3610 WT; 
7 – B. subtilis 3610 epsA-O; 
8 – E. coli BL21(DE3) = negativna kontrola; 
3a – sluz P. aeruginosa EXB L-1125; 
8a – sluz E. coli BL21(DE3) 
* Količina izoliranega biofilma ni zadostovala za določitev koncentracije sladkorjev. 
 
Biofilm B. subtilis 3610 tasA (Slika 2-1), ki ima okvarjen gen za sintezo proteina tasA, je 
pretežno sestavljen iz proteinov in sladkorjev ter vsebuje zelo malo nukleinskih kislin. 
Pričakovali bi, da bo koncentracija proteinov v biofilmu tega seva nizka zaradi mutacije gena 
tasA. Podobno smo tudi pri biofilmu B. subtilis PS-216 tasA (Slika 2-5), ki ima okvaro v 
genu za sintezo proteina tasA, tudi zaznali proteine in sladkorje, a največ nukleinskih kislin. 
 
V biofilmu B. subtilis PS-216 epsA-O (Slika 2-4), ki ima okvarjen lokus epsA-O z zapisom 
za eksopolisaharide ABCDEFGHIJKLMNO, smo zaznali vse tri komponente biofilma, tudi 
sladkorje, kljub nezmožnosti sinteze polisaharidov epsA-O. Koncentracijo sladkorjev v 
biofilmu B. subtilis 3610 epsA-O (Slika 2-7) nismo določili, saj količina izoliranega 
materiala ni zadostovala za analizo. 
 
Biofilm B. subtilis 3610 WT (Slika 2-6) je sestavljen iz proteinov in nukleinskih kislin, manj 
pa vsebuje sladkorjev. Pri P. aeruginosa EXB L-1125 (Slika 2-3) biofilm vsebuje večje 
koncentracije proteinov in sladkorjev in le malo nukleinskih kislin. Koncentracijo sladkorjev 
v biofilmu B. subtilis PS-216 WT (Slika 2-2) nismo določili, saj količina izoliranega 
materiala ni zadostovala za analizo. 
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Sev E. coli BL21(DE3) ne tvori biofilma in je služil kot negativna kontrola (Slika 2-8), 
skladno s tem smo pri izolaciji dobili zelo majhno količino izolata, ki smo ga podvrgli 




4.1.3 Interakcija OlyA-mCherry z bakterijskim biofilmom 
  
Izolirane biofilme različnih bakterijskih sevov (Preglednica 9), smo v različnih količinah 
točkovno nanesli na nitrocelulozno membrano in izvedli inkubacijo z OlyA-mCherry. Na 
membrano smo nanesli 20, 100 in 200 µg vsakega izmed biofilmov. Interakcije OlyA-
mCherry s komponentami biofilma nismo zaznali v nobenem izmed vzorcev (Slika 3). 
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Slika 3: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na različne količine različnih biofilmov. Na 
membrano smo točkovno nanesli 20, 100 in 200 µg vsakega izmed biofilmov iz bakterij B. subtilis, P. 
aeruginosa in E. coli. CPE Avanti (5 µg) je služil kot pozitivna kontrola. Slikano pod stereolupo s filtrom za 
fluorescenčni protein mCherry. 
 
Interakcijo OlyA-mCherry z biofilmi smo ponovili dvakrat, prvič z biofilmi, ki so bili 
izolirani po postopku s 5-sekundno sonikacijo in drugič z 2-sekundno sonikacijo za seva P. 
aeruginosa EXB L-1125 in E. coli BL21(DE3). Ne glede na dolžino soniciranja je bila 
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4.2 INTERAKCIJA OlyA-mCherry Z MEMBRANSKIMI LIPIDI  
 
V drugem delu magistrske naloge smo se osredotočili na interakcije proteina OlyA-mCherry 
z lipidi iz bakterij, kvasovk, nitastih gliv in ene vrste arhej. Izhajali smo iz rezultatov  
magistrskega dela (Krpan, 2018), ki nakazujejo, da se egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus 
specifično vežejo tudi na frakcijo polarnih lipidov bakterije P. aeruginosa, ki tvori biofilm. 
 
 
4.2.1 Količine ekstrahiranih polarnih in nepolarnih lipidov 
 
Iz različnih bakterij, kvasovk in nitastih gliv smo po protokolu Seppo in sod. (2000) 
ekstrahirali lipide. Med izolacijo smo pridobili dve frakciji, polarno in nepolarno, količine 
začetnih materialnov in ekstrahiranih lipidov so prikazane v Preglednici 11. Po ekstrakciji 
smo v večini primerov dobili več polarnih kot nepolarnih lipidov. To je najbolj očitno pri 
kvasovkah (P. pastoris, Y. lipolytica, S. cerevisiae EXE-527, S. cerevisiae CEN. PK.) in 
nitastih glivah (A. niger, A. terreus), kjer so mase polarnih lipidov skoraj do 10-krat višje od 
mas nepolarnih lipidov.  
 
Preglednica 11: Količine začetnih materialov in ekstrahiranih polarnih in nepolarnih lipidov 




lipidov nepolarne faze 
(mg) 
Količina izoliranih 
lipidov polarne faze 
(mg) 
B. subtilis PS-216 WT 2616 4,74 17,64 
B. subtilis PS-216 epsA-O 1615 6,65 12,67 
B. subtilis PS-216 tasA 3243 6,05 20,56 
P. aeruginosa EXB L-1125 6303 36,6 56,59 
B. subtilis 3610 WT 1226 4,79 6,59 
B. subtilis 3610 epsA-O 919 6,52 6,67 
B. subtilis 3610 tasA 369 3,41 3,33 
E. coli BL21(DE3) 1286 5,78 8,78 
P. pastoris 3070 12,54 116,92 
Y. lipolytica 4813 19,2 147,38 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 11: Količine začetnih materialov in ekstrahiranih polarnih in nepolarnih 
lipidov. 
 




lipidov nepolarne faze 
(mg) 
Količina izoliranih 
lipidov polarne faze 
(mg) 
S. cerevisiae EXE-527 3978 15,72 121,71 
S. cerevisiae CEN. PK.  2117 10,78 84,78 
A. niger 2942 7,12 37,38 
A. terreus 1676 1,55 15,93 
 
 
4.2.2 Interakcija OlyA-mCherry z lipidnima standardoma CPE (Avanti) in CPE 
(Matreya) 
 
Jakost interakcije proteina OlyA-mCherry smo preveriti z dvema različnima lipidnima 
standardoma; CPE (Avanti) in CPE (Matreya). S tem smo se želeli prepričati o delovanju 
metode, ki jo bomo oz. smo jo uporabljali v nadaljevanju. Na koščke nitrocelulozne 
membrane smo točkovno nanesli različne količine obeh lipidov, koščke membrane 
inkubirali s proteinom in primerjali jakost interakcije (Slika 4). 
 
 
Slika 4: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na različne količine CPE (Avanti) in CPE 
(Matreya) zaznane s točkovnim nanosom lipidov. Na membrani je bilo 1, 2,5, 5, 7,5 in 10 µg posameznega 
lipida. Slikano pod stereolupo s filtom za fluorescenčni protein mCherry. 
 
 
Analiza fotografij (Slika 5) v programu FIJI ImageJ je pokazala močnejši signal pri 
interakciji OlyA-mCherry z lipidnim standardom CPE (Avanti). Pri nižjih količinah CPE na 
membrani (1 µg in 2,5 µg) je interakcija OlyA-mCherry nekoliko močnejša s CPE 
(Matreya). Pri nanosu večjih količin CPE na membrano (5 µg, 7,5 µg in 10 µg) pa je 
močnejši signal zaznan pri interakciji s CPE (Avanti). 
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Slika 5: Relativne jakosti vezave OlyA-mCherry z različnimi količinami CPE (Avanti) in CPE 
(Matreya). Prikazana relativna jakost interakcije je preračunana glede na CPE Avanti (10 µg), ki predstavlja 
100 % interakcijo. 
 
 
4.2.3 Interakcija OlyA-mCherry s polarnimi in nepolarnimi lipidi iz bakterij 
 
4.2.3.1 Metoda točkovnega nanosa lipidov 
 
Interakcijo OlyA-mCherry smo preverili s točkovnim nanosom polarnih in nepolarnih 
lipidov iz bakterij B. subtilis 3610 tasA, B. subtilis PS-216 WT, P. aeruginosa EXB L-1125, 
B. subtilis PS-216 epsA-O, B. subtilis PS-216 tasA, B. subtilis 3610 WT, B. subtilis 3610 
epsA-O in E. coli BL21(DE3). 
 
Interakcije OlyA-mCherry s polarnimi lipidi iz bakterij nismo zaznali v nobenem izmed 
testiranih vzorcev (Slika 6). Po enakem postopku smo preverili interakcijo OlyA-mCherry 
tudi z ekstrahiranimi nepolarnimi lipidi iz bakterij. Šibko vezavo OlyA-mCherry smo zaznali 
z nepolarnimi lipidi iz P. aeruginosa EXB L-1125 in B. subtilis PS-216 epsA-O (Slika 7). 
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Slika 6: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na polarne lipide po izolaciji iz bakterij B. subtilis, 
P. aeruginosa in E. coli zaznane s točkovnim nanosom lipidov in pripadajoče relativne jakosti interakcij. 
Količina polarnih lipidnih frakcij na membrani je bila 132 µg. CPE (Avanti) (5 µg) je pozitivna kontrola. 
Slikano pod stereolupo s filtrom za fluorescenčni protein mCherry. Prikazana relativna jakost interakcije je 
preračunana glede na pozitivno kontrolo, ki predstavlja 100 % interakcijo. 
1 – B. subtilis 3610 tasA; 
2 – B. subtilis PS-216 WT; 
3 – P. aeruginosa EXB L-1125; 
4 – B. subtilis PS-216 epsA-O; 
5 – B. subtilis PS-216 tasA; 
6 – B. subtilis 3610 WT; 
7 – B. subtilis 3610 epsA-O; 
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Slika 7: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na nepolarne lipide po izolaciji iz bakterij B. 
subtilis, P. aeruginosa in E. coli zaznane s točkovnim nanosom lipidov in pripadajoče relativne jakosti 
interakcij. Količina nepolarnih lipidnih frakcij na membrani je bila 100 µg. CPE Avanti (5 µg) je pozitivna 
kontrola. Slikano pod stereolupo s filtrom za fluorescenčni protein mCherry. Prikazana relativna jakost 
interakcije je preračunana glede na pozitivno kontrolo, ki predstavlja 100 % interakcijo. 
1 – B. subtilis 3610 tasA; 
2 – B. subtilis PS-216 WT; 
3 – P. aeruginosa EXB L-1125; 
4 – B. subtilis PS-216 epsA-O; 
5 – B. subtilis PS-216 tasA; 
6 – B. subtilis 3610 WT; 
7 – B. subtilis 3610 epsA-O; 
8 – E. coli BL21(DE3) ; 
*Interakcija OlyA-mCherry z lipidi. 
 
Zaradi šibke interakcije OlyA-mCherry z nepolarno frakcijo lipidov P. aeruginosa EXB L-
1125 (Slika 7) in podatka iz magistrskega dela (Krpan, 2018), da se OlyA-mCherry veže 
tudi na polarne lipide iz P. aeruginosa, smo se v nadaljevanju osredotočili na tarčno 
preverjanje interakcije OlyA z lipidi iz P. aeruginosa EXB L-1125. Ponovili smo metodo 
točkovnega nanosa z različnimi količinami polarnih in nepolarnih lipidov te bakterije. Tokrat 
je vidna močnejša interakcija OlyA-mCherry s polarno frakcijo lipidov (Slika 8) in šibkejša 
interakcija z nepolarno frakcijo lipidov (Slika 9). Najmočnejšo interakcijo smo zaznali s 66 
µg polarnih lipidov, ki v primerjavi s pozitivno kontrolo (polarni lipidi iz bakterije Prevotella 
sp.; 100 %) predstavljajo 40,53 % interakcije (Slika 8). Izrazito interakcijo lahko opazimo s 
polarnimi in nepolarnimi lipidi iz bakterije Prevotella sp., ki je v tem primeru služila kot 
pozitivna kontrola (Slika 8 in Slika 9). 
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Slika 8: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na polarne lipide po izolaciji iz bakterij P. 
aeruginosa EXB L-1125 in Prevotella sp. zaznane s točkovnim nanosom lipidov in pripadajoče relativne 
jakosti interakcij. Količina polarnih frakcij lipidov iz P. aeruginosa na membrani je bila 33, 66  in 132 µg. 
Slikano pod stereolupo s filtrom za fluorescenčni protein mCherry. Prikazana relativna jakost interakcije je 
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Slika 9: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na nepolarne lipide po izolaciji iz bakterij P. 
aeruginosa EXB L-1125 in Prevotella sp. zaznane s točkovnim nanosom lipidov in pripadajoče relativne 
jakosti interakcij. Količina nepolarne frakcije lipidov iz P. aeruginosa na membrani je bila 25, 50 in 100 µg. 
Slikano pod stereolupo s filtrom za fluorescenčni protein mCherry. Prikazana relativna jakost interakcije je 
preračunana glede na pozitivno kontrolo Prevotella sp. (80 µg), ki predstavlja 100 % interakcijo. 
 
 
4.2.3.2 Ločitev ekstrahiranih lipidov s tankoplastno kromatografijo in prenos na membrano 
PVDF (prenos far-eastern) 
 
Izolirane polarne in nepolarne lipide smo z metodo tankoplastne kromatografije (TLC) ločili 
po polarnosti. Ločene lipide smo s plošče s silikagelom prenesli na membrano PVDF in jo 
najprej inkubirali z OlyA-mCherry, nato pa še s protitelesi z namenom imunooznačevanja 
vezanega proteina. Kot primarna protitelesa smo uporabili primarna monoklonska mišja 
proti-histidinska protitelesa, kot sekundarna protitelesa pa sekundarna monoklonska kozja 
proti-mišja protitelesa, sklopljena s hrenovo peroksidazo. Po odtisu lipidov na membrano 
PVDF, smo ploščo TLC naprhali s primulinom, da bi z UV svetlobo zaznali ločene lipide. 
Nato smo ploščo TLC naprhali še z ninhidrinskim reagentom, ki da rožnato obarvanje amino 
skupin v strukturi lipidov. 
 
Zgoraj opisani protokol smo izpeljali s polarnimi in nepolarnimi lipidi iz vseh bakterijskih 
sevov. Interakcija OlyA-mCherry ni bila vidna z nobenim izmed bakterijskih lipidnih 
vzorcev. Na Sliki 10 prikazujemo fotografijo plošče TLC s polarnimi lipidi iz vseh 
bakterijskih sevov, naprhano z ninhidrinskim reagentom. Vidna je močnejša lisa standarda 
CPE Avanti in šibkejša lisa standarda PE (fosfatidiletanolamin). Obarvanje z ninhidrinskim 
reagentom je pokazalo prisotnost lipidov in podobnost profilov polarnih lipidov vseh 
testiranih bakterij. V primeru polarnih lipidov se najverjetneje rožnato obarjavo amino-
sladkorji, ki so del glikolipidov. 
 
47 
 Zidar L. Interakcija egerolizinskih proteinov iz gliv rodu Pleurotus z lipidi iz bakterij, kvasovk in nitastih gliv. 




Slika 10: Vzorci polarnih frakcij lipidov iz bakterij in lipidni standardi ločeni s tankoplastno 
kromatografijo ter pobarvani z ninhidrinskim reagentom. Količina posameznega lipidnega standarda na 
plošči TLC je bila 7 µg, polarnih lipidov pa 132 µg. Lipidni standardi: PE – fosfatidiletanolamin, CPE Avanti 
– ceramid fosfoetanlamin, POPC - palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfoholin, Chol – holesterol, SM – 
sfingomielin. Polarni lipidi bakterij: 
1 – B. subtilis 3610 tasA; 
2 – B. subtilis PS-216 WT; 
3 – P. aeruginosa EXB L-1125; 
4 – B. subtilis PS-216 epsA-O; 
5 – B. subtilis PS-216 tasA; 
6 – B. subtilis 3610 WT; 
7 – B. subtilis 3610 epsA-O; 
8 – E. coli BL21(DE3). 
 
 
Zaradi enostavnejšega dela z manjšo površino membrane PVDF, smo v nadaljevanju na 
plošče TLC nanašali manjše število lipidnih vzorcev. 
 
Na podlagi rezultatov točkovnega nanosa lipidov in dobljene interakcije OlyA-mCherry s 
polarnimi lipidi iz P. aeruginosa EXB L-1125 in Prevotella sp. (Slika 8), smo vezavo OlyA-
mCherry želeli preveriti še z bolj občutljivo metodo prenosa-far eastern. S tankoplastno 
kromatografijo smo ločili vzorce polarnih lipidov iz bakterij Prevotella sp., P. aeruginosa 
EXB L-1125, B. subtilis 3610 tasA, B. subtilis PS-216 WT, E. coli BL21(DE3) in lipidne 
standarde CPE Avanti, PE ter POPC (Slika 11). 
 
Z uporabo ninhidrinskega reagenta smo zaznali vse nanešene polarne lipide (glikolipide) in 
lipidne standarde, z izjemo standarda POPC (Slika 11A). Naprhanje plošče TLC s 
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primulinam in obsvetljevanje z UV lučjo je pokazalo lipidne standarde in le lise ločenih 
lipidov iz bakterije Prevotella sp. (Slika 11B). 
 
Po inkubaciji membrane PVDF z OlyA-mCherry in imunooznačevanju, smo interakcijo 





Slika 11: Vzorci polarnih lipidov iz bakterij, ločeni s tankoplastno kromatografijo in A – obravani z 
ninhidrinskim reagentom, B –  označeni s primulinom in slikani pod UV svetlobo, C – imuno-označenje 
interakcije z metodo prenosa far-eastern. Količina posameznega lipidnega standarda (CPE Avanti, PE in 
POPC) na TLC plošči je bila 7 µg, polarnih lipidov iz P. aeruginosa EXB L-1125, B. subtilis 3610 tasA, B. 
subtilis PS-216 WT, E. coli BL21(DE3) je bilo 150 µg, iz bakterije Prevotella sp. pa 76 µg. Od leve proti desni 
si sledijo CPE Avanti, Prevotella sp., P. aeruginosa EXB L-1125, 1 – B. subtilis 3610 tasA, 2 – B. subtilis PS-
216 WT, E. coli BL21(DE3), PE in POPC. V uokvirjenem predelu slike C je vidna interakcija OlyA-mCherry 
s pozitivno kontrolo CPE Avanti. 
 
 
Podobno kot za polarne lipide, smo z metodo tankoplastne kromatografije ločili tudi 
nepolarne lipide iz bakterij Prevotella sp., B. subtilis 3610 tasA, B. subtilis PS-216 WT, P. 
aeruginosa EXB L-1125, E. coli BL21(DE3) in standarda CPE Avanti in POPC (Slika 12). 
 
Uporaba ninhidrinskega reagenta (Slika 12A) je pokazala podobne profile ločenih 
nepolarnih lipidnih frakcij iz B. subtilis 3610 tasA in B. subtilis PS-216 WT. Prav tako so 
primerljivi profili nepolarnih lipidov iz P. aeruginosa EXB L-1125 in E. coli BL21(DE3), 
ki pa se od nepolarnih lipidov B. subtilis precej razlikujejo. S pomočjo primulina smo zaznali 
ločene nepolarne lipide in lipidne standarde, ki se jasno vidijo (Slika 12B). 
 
Po prenosu lipidov s plošče TLC na membrano PVDF in imunooznačevanju vezanega 
proteina (Slika 12C), smo dobili močan signal s frakcijo nepolarnih lipidov iz bakterije 
Prevotella sp. in s standardom CPE Avanti. Ostale svetlejše lise na membrani bi sicer lahko 
49 
 Zidar L. Interakcija egerolizinskih proteinov iz gliv rodu Pleurotus z lipidi iz bakterij, kvasovk in nitastih gliv. 
       Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Molekulska in funkcionalna biologija, 2021 
 





Slika 12: Vzorci nepolarnih lipidov iz bakterij ločeni s tankoplastno kromatografijo in A – obarvani z 
ninhidrinskim reagentom, B –  označeni s primulinom in slikani pod UV-svetlobo, C – imuno-označenje 
interakcije z metodo prenosa far-eastern. Količina posameznega lipidnega standarda CPE Avanti in POPC 
na TLC plošči je bila 7 µg, nepolarnih lipidov iz bakterij pa 100 µg. Od leve proti desni si sledijo CPE Avanti, 
Prevotella sp., (1) – B. subtilis 3610 tasA, (2) – B. subtilis PS-216 WT, P. aeruginosa EXB L-1125, E. coli 
BL21(DE3) in POPC. V uokvirjenem predelu slike C je vidna interakcija OlyA-mCherry s pozitivno kontrolo 
CPE in nepolarnimi lipidi iz bakterije Prevotella sp.. 
 
 
4.2.4 Interakcija OlyA-mCherry s polarnimi in nepolarnimi lipidi iz kvasovk in nitastih 
gliv 
 
4.2.4.1 Metoda točkovnega nanosa lipidov 
 
Interakcijo proteina OlyA-mCherry smo preverili z metodo točkovnega nanosa polarnih in 
nepolarnih lipidov iz kvasovk S. cerevisiae EXE-527, S. cerevisiae CEN. PK., P. pastoris in 
Y. lipolytica. 
 
Relativne jakosti interakcije OlyA-mCherry z nepolarnimi lipidi iz kvasovk so nekoliko višje 
kot relativne jakosti interakcije s polarnimi lipidi (Slika 13 in Slika 14). Interakcija je tako 
s polarnimi kot tudi z nepolarnimi lipidi šibka in posledično slabo vidna (Slika 13 in Slika 
14). Vse pokazane interakcije so v primerjavi s pozitivno kontrolo (CPE; 100 %) praktično 
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Slika 13: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na polarne lipide po izolaciji iz kvasovk P.  
pastoris, Y. lipolytica, S. cerevisiae EXE-527 in S. cerevisiae CEN. PK. zaznane s točkovnim nanosom 
lipidov in pripadajoče relativne jakosti interakcij. Količina polarnih lipidnih frakcij na membrani je bila 
150 µg. CPE Avanti (5 µg) je služil kot pozitivna kontrola. Slikano pod stereolupo s filtrom za fluorescenčni 
protein mCherry. Prikazana relativna jakost interakcije je preračunana glede na pozitivno kontrolo CPE Avanti 
(5 µg), ki predstavlja 100 % interakcijo. 
* Šibka interakcija OlyA-mCherry z lipidi. 
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Slika 14: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na nepolarne lipide po izolaciji iz kvasovk P. 
pastoris, Y. lipolytica, S. cerevisiae EXE-527 in S. cerevisiae CEN. PK. zaznane s točkovnim nanosom 
lipidov in pripadajoče relativne jakosti interakcij. Količina nepolarnih lipidnih frakcij na membrani je bila 
100 µg. CPE Avanti (5 µg) je služil kot pozitivna kontrola. Slikano pod stereolupo s filtrom za fluorescenčni 
protein mCherry. Prikazana relativna jakost interakcije je preračunana glede na pozitivno kontrolo, ki 
predstavlja 100 % interakcijo. 
* Šibka interakcija OlyA-mCherry z lipidi. 
 
 
Interakcijo OlyA-mCherry smo preverili s točkovnim nanosom polarnih in nepolarnih 
lipidov iz nitastih gliv A. niger in A. terreus (Slika 15 in Slika 16). Interakcija OlyA-
mCherry je pri obeh vrstah nekoliko bolj očitna z nepolanimi lipidi kakor s polarnimi. Vse 
pokazane interakcije so v primerjavi s pozitivno kontrolo (CPE; 100 %) praktično 
zanemarljive, saj predstavljajo manj kot 2 % interakcije. 
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Slika 15: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na polarne lipide po izolaciji iz nitastih gliv A. 
terreus in A. niger zaznane s točkovnim nanosom lipidov in pripadajoče relativne jakosti interakcij. 
Količina polarnih lipidnih frakcij na membrani je bila 150 µg. CPE Avanti (5 µg) je služil kot pozitivna 
kontrola. Slikano pod stereolupo s filtrom za fluorescenčni protein mCherry. Prikazana relativna jakost 
interakcije je preračunana glede na pozitivno kontrolo, ki predstavlja 100 % interakcijo. 




Slika 16: Reprezentativne slike vezave OlyA-mCherry na nepolarne lipide po izolaciji iz nitastih gliv A. 
terreus in A. niger zaznana s točkovnim nanosom lipidov in pripadajoče relativne jakosti interakcij. 
Količina nepolarnih lipidnih frakcij na membrani je bila 100 µg. CPE Avanti (5 µg) je služil kot pozitivna 
kontrola. Slikano pod stereolupo s filtrom za fluorescenčni protein mCherry. Prikazana relativna jakost 
interakcije je preračunana glede na pozitivno kontrolo CPE Avanti (5 µg), ki predstavlja 100 % interakcijo. 
* Šibka interakcija OlyA-mCherry z lipidi. 
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4.2.4.2 Ločitev ekstrahiranih lipidov s tankoplastno kromatografijo in prenos na membrano 
PVDF (prenos far-eastern) 
 
Po preverjanju interakcije OlyA-mCherry s polarnimi in nepolarnimi lipidi iz kvasovk (P. 
pastoris, Y. lipolytica, S. cerevisiae EXE-527, S. cerevisiae CEN. PK.) in nitaste glive A. 
niger z metodo točkovnega nanosa lipidov, smo pri vseh testiranih vzorcih dobili zelo šibke 
in praktično zanemarljive interakcije. 
 
Kljub šibkim interakcijam OlyA-mCherry z lipidi, smo vezavo preverili tudi z metodo 
prenosa far-eastern. Ločitev polarnih lipidov vzdolž plošče TLC in naprhanje z 
ninhidrinskim reagentom, je pri vseh vzorcih pokazalo podobne profile lipidov (Slika 17A). 
Izrazito rožnato obarvanje lis ponazarja prisotnost amino skupin. Z uporabo primulina 
polarnih lipidov nismo zaznali, zaznali smo le lipidna standarda CPE in POPC (Slika 17B). 
 
Z metodo prenosa far-eastern smo še enkrat potrdili, da se OlyA-mCherry na polarne lipide 
iz kvasovk in nitaste glive ni vezal. Interakcijo smo zaznali le s pozitivno kontrolo CPE 




Slika 17: Vzorci polarnih lipidov iz kvasovk in nitaste glive A. niger ločeni s tankoplastno kromatografijo 
in A – obarvani z ninhidrinskim reagentom, B –  označeni s primulinom in slikani pod UV-svetlobo, C – 
imuno-označenje interakcije z metodo prenosa far-eastern. Količina posameznega lipidnega standarda 
(CPE Avanti in POPC) na TLC plošči je bila 7 µg, polarnih lipidnih frakcij pa  je bilo 132 µg. Od leve proti 
desni si sledijo: 
CPE Avanti; 
(9) – P. pastoris; 
(10) – Y. lipolytica; 
(11) – S. cerevisiae EXE-527; 
(12) – S. cerevisiae CEN. PK; 
A. niger in 
POPC. 
V uokvirjenem predelu slike C je vidna interakcija OlyA-mCherry s pozitivno kontrolo CPE. 
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Z metodo tankoplastne kromatografije smo ločili tudi nepolarne lipide iz kvasovk in nitaste 
glive. Pri barvanju ločenih lipidov z ninhidrinskim reagentom, smo pri vseh vzorcih dobili 
rožnate lise na primerljivih višinah (Slika 18A). Dobro je vidno, da nepolarni lipidi v 
primerjavi s polarnimi, vsebujejo manj amino skupin. S pomočjo primulina smo zaznali 
ločene nepolarne lipide in lipidne standarde, ki se jasno vidijo (Slika 18B). 
 
Podobno kot s polarnimi lipidi, tudi z nepolarni lipidi iz kvasovk in nitaste glive, z metodo 
far-eastern, nismo zaznali vezave OlyA-mCherry. Signal je viden le pri pozitivni kontroli 
CPE (Avanti; Slika 18C). 
 
 
Slika 18: Vzorci nepolarnih lipidov iz kvasovk in nitaste glive A. niger ločeni s tankoplastno 
kromatografijo in A – obarvani z ninhidrinskim reagentom, B –  označeni s primulinom in slikani pod 
UV-svetlobo, C – imuno-označenje interakcije z metodo prenosa far-eastern. Količina posameznega 
lipidnega standarda (CPE Avanti in POPC) na TLC plošči je bila 7 µg, nepolarnih lipidnih frakcij pa je bilo 
100 µg. Od leve proti desni si sledijo: 
CPE Avanti; 
(9) – P. pastoris; 
(10) – Y. lipolytica; 
(11) – S. cerevisiae EXE-527; 
(12) – S. cerevisiae CEN. PK; 
A. niger in 
POPC. 
V uokvirjenem predelu slike C je vidna interakcija OlyA-mCherry s pozitivno kontrolo CPE. 
 
 
Izolirana vzorca polarnih in nepolarnih lipidov iz nitaste glive A. terreus smo obravnavali 
ločeno od drugih gliv. 
 
Ločitev polarne in nepolarne frakcije lipidov na plošči TLC in barvanje s primulinom ter 
ninhidrinskim reagentom je pokazalo podoben profil ločenih lipidov kot pri predhodno 
testiranih glivah (Slika 19 in Slika 20). Z metodo prenosa far-eastern, interakcije OlyA-
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mCherry nismo zaznali ne s polarnimi ne z nepolarnimi lipidi. V obeh primerih je vidna le 




Slika 19: Vzorec polarnih lipidov iz nitaste glive A. terreus, ločen s tankoplastno kromatografijo in A – 
obarvan z ninhidrinskim reagentom, B –  označen s primulinom in slikan pod UV-svetlobo, C – imuno-
označenje interakcije z metodo prenosa far-eastern. Količina posameznega lipidnega standarda (CPE 
Avanti in POPC) na TLC plošči je bila 7 µg, polarne lipidne frakcije pa je bilo 132 µg. V uokvirjenem predelu 
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Slika 20: Vzorec nepolarnih lipidov iz nitaste glive A. terreus ločen s tankoplastno kromatografijo in A 
– obarvan z ninhidrinskim reagentom, B – označen s primulinom in slikan pod UV-svetlobo, C – imuno-
označenje interakcije z metodo prenosa far-eastern. Količina posameznega lipidnega standarda (CPE 
Avanti in POPC) na TLC plošči je bila 7 µg, nepolarne lipidne frakcije pa je bilo 100 µg. V uokvirjenem 
predelu slike C je vidna interakcija OlyA-mCherry s pozitivno kontrolo CPE. 
 
 
4.2.5 Interakcija OlyA-mCherry z lipidi iz arhej 
 
4.2.5.1 Metoda točkovnega nanosa lipidov 
 
Iz arheje A. pernix K1 smo dobili že izolirane celokupne lipide. Z metodo točkovnega nanosa 
je bila zaznana šibka vezava OlyA-mCherry z lipidno mešanico (Slika 21). 
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Slika 21: Reprezentativna slika vezave OlyA-mCherry na celokupne lipide po izolaciji iz arheje A. pernix 
K1 zaznana s točkovnim nanosom lipidov in pripadajoče relativne jakosti interakcije. Količina lipidov 
na membrani je bila 150 µg. CPE Avanti (5 µg) je služil kot pozitivna kontrola. Slikano pod stereolupo s filtrom 
za fluorescenčni protein mCherry. Prikazana relativna jakost interakcije je preračunana glede na pozitivno 
kontrolo CPE Avanti (5 µg), ki predstavlja 100 % interakcijo. 
* Interakcija OlyA-mCherry z lipidi. 
 
4.2.5.2 Ločitev ekstrahiranih lipidov s tankoplastno kromatografijo in prenos na membrano 
PVDF (prenos far-eastern) 
 
Na podlagi šibke vezave OlyA-mCherry s celokupnimi lipdi iz arheje A. pernix K1, ki je bila 
zaznana z metodo točkovnega nanosa (Slika 21), smo interakcijo preverili tudi z metodo 
prenosa far-eastern. Kljub temu, da smo imeli vzorec celokupnih lipidov, smo izpeljali 
postopek tankoplastne kromatografije z dvema različnima mobilnima fazama, prvič z 
mobilno fazo za ločevanje polarnih lipidov (Slika 22) in drugič z mobilno fazo za ločevanje 
nepolarnih lipidov (Slika 23). 
 
Za ločitev celokupnih lipidov smo najprej uporabili mobilno fazo za polarne lipide 
(kloroform:metanol:25 % amonijak = 40:40:10). Ploščo TLC z ločenimi arhejskimi lipidi 
smo naprhali z ninhidrinskim reagentom, pri čemer do rožnatega obarvanja ni prišlo (Slika 
22A). Vidni so lipidi, zaznani s pomočjo primulina (Slika 22B). Z metodo prenosa far-
eastern nismo zaznali interakcije OlyA-mCherry z lipidi iz arhej. Šibek signal interakcije je 
viden le s pozitivno kontrolo CPE (Avanti; Slika 22C). 
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Slika 22: Celokupni lipidi iz arheje A. pernix K1 ločeni s tankoplastno kromatografijo z mobilno fazo za 
ločevanje polarnih lipidov. A – obarvani z ninhidrinskim reagentom, B –  označeni s primulinom in 
slikani pod UV-svetlobo, C – imuno-označenje interakcije z metodo prenosa far-eastern. Uporabljena 
mobilna faza kloroform:metanol:25 % amonijak = 40:40:10. Količina posameznega lipidnega standarda (CPE 
Avanti in POPC) na TLC plošči je bila 7 µg, celokupnih arhejskih lipidov pa je bilo 132 µg. V uokvirjenem 
predelu slike C je vidna interakcija OlyA-mCherry s pozitivno kontrolo CPE. 
 
Za ločitev enakega vzorca celokupnih arhejskih lipidov smo uporabili tudi mobilno fazo za 
ločevanje nepolarnih lipidov (kloroform:metanol:25 % amonijak = 65:25:4). Ploščo TLC z 
ločenimi arhejskimi lipidi smo naprhali z ninhidrinskim reagentom, pri čemer do rožnatega 
obarvanja ni prišlo (Slika 23A). Vidne pa so lipidne lise zaznane s pomočjo primulina (Slika 
23B). Z metodo prenosa far-eastern, vezave OlyA-mCherry na lipide iz arhej nismo zaznali. 
Šibek signal interakcije je viden le s pozitivno kontrolo CPE (Avanti; Slika 23C). 
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Slika 23: Celokupni lipidi iz arheje A. pernix K1 ločeni s tankoplastno kromatografijo z mobilno fazo za 
ločevanje nepolarnih lipidov. A – obarvani z ninhidrinskim reagentom, B –  označeni s primulinom in 
slikani pod UV-svetlobo, C – imuno-označenje interakcije z metodo prenosa far-eastern. Uporabljena 
mobilna faza kloroform:metanol:25 % amonijak = 65:25:4. Količina posameznega lipidnega standarda (CPE 
Avanti in POPC) na TLC plošči je bila 7 µg, celokupnih arhejskih lipidov pa je bilo 100 µg. V uokvirjenem 
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V magistrski nalogi smo se osredotočili na interakcijo proteina OlyA-mCherry s 
komponentami bakterijskega biofilma in s polarnimi ter nepolarnimi lipidi iz bakterij, 
kvasovk, nitastih gliv in ene vrste arhej. 
 
Ostreolizin A (OlyA) spada med egerolizinske proteine iz glivnega rodu Pleurotus. Za ta 
protein so prvič dokazali, da prepozna specifične membranske domene, obogatene s 
sfingomielinom in holesterolom, t.i. lipidne rafte (Sepčić in sod., 2004; Ota in sod., 2013; 
Skočaj in sod., 2014). Kasneje so ugotovili, da s 1000-krat višjo afiniteto prepozna tudi 
kombinacijo holesterola in ceramid fosfoetanolamina (CPE), ki je sfingolipid, značilen za 
nevretenčarje in nekatere po Gramu negativne bakterije (Bhat s sod., 2015), na CPE pa se 
veže tudi v odsotnosti holesterola (Novak in sod., 2020). Zaradi omenjenih lastnosti imajo 
egerolizini velik biotehnološki potencial, saj jih lahko uporabljamo kot označevalce 
specifičnih membranskih lipidov in lipidnih domen. Potencialno uporabni so tudi v klinični 
diagnostiki in v kmetijstvu za zatiranje škodljivcev (Skočaj in sod., 2014; Panevska in sod., 
2019a). Zaradi različnih področij uporabe, je njihove vezavne lastnosti in membranske tarče 
potrebno sistematično preučiti. Obstaja namreč možnost, da nekateri egerolizini prepoznajo 
in vežejo tudi druge molekule, ki do sedaj še niso bile odkrite in raziskane.  
 
V prvem delu naloge smo se osredotočili na izolacijo in karakterizacijo biofilmov iz različnih 
sevov bakteriji ter na preverjanje interakcije OlyA-mCherry s komponentami izoliranih 
biofilmov. Biofilme smo izolirali po protokolu, ki so ga objavili Dogša in sod. (2013). 
Protokol je prilagojen sevom bakterije B. subtilis. Posledično je izolacija biofilma iz po 
Gramu negativnih bakterij P. aeruginosa EXB L-1125 in E. coli BL21(DE3) predstavljala 
večji izziv, saj smo pri njiju po 5-sekundni sonikaciji dobili večje količine sluzi, česar pri 
sevih B. subtilis ni bilo. Dolžino soniciranja smo optimizirali in jo iz 5 sekund skrajšali na 2 
sekundi, pri čemer sluzi nismo dobili. B. subtilis spada med po Gramu pozitivne bakterije, 
za katere je značilna debelejša večplastna peptidoglikanska celična stena (30-100 nm), P. 
aeruginosa in E. coli sta po Gramu negativni bakteriji, za katere je značilna tanjša enoplastna 
peptidoglikanska celična stena (5-10 nm; Silhavy in sod, 2010). Zaradi tanjše celične stene, 
je najverjetneje po 5-sekundni sonikaciji pri P. aeruginosa in E. coli že prišlo do lize celic 
in sprostitve celične vsebine (nukleinskih kislin), kar smo v vzorcu zaznali kot viskozno 
snov oz. sluz. Sluzi P. aeruginosa EXB L-1125 in E. coli BL21(DE3), nastali po 5-sekundni 
sonikaciji, smo določili nekatere lastnosti. Preverili smo koncentracijo nukleinskih kislin, 
proteinov in sladkorjev. Ugotovili smo, da je sluz sestavljena večinoma iz nukleinskih kislin, 
vsebovala pa je tudi proteine in malo sladkorjev. Glede na visoko vsebnost nukleinskih kislin 
v sluzi, lahko z veliko verjetnostjo trdimo, da je za izolacijo biofilma P. aeruginosa in E. 
coli 5-sekundna sonikacija predolga, saj pride do razbitja celične stene in sprostitve celične 
vsebine. Za uspežno izolacijo biofilma zadostuje 2-sekundna sonikacija. 
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Z namenom, da bi se prepričali o uspešnosti izolacije biofilma, smo v posameznih izolatih 
določili koncentracijo nukleinskih kislin, proteinov in sladkorjev. Biofilm je zunajcelični 
polimerni matriks (ang. exopolymeric substances, EPS), s katerim so obdane bakterijske 
celice (Stoodley in sod., 2004). Komponente EPS so nukleinske kisline, proteini, sladkorji 
in v nekaterih primerih tudi lipidi (Flemming in Wingender, 2010). Skladno s podatki iz 
literature, smo v vseh vzorcih zaznali različne koncentracije nukleinskih kislin, proteinov in 
sladkorjev. Koncentracije lipidov v vzorcih biofilma nismo preverjali. Sev E. coli 
BL21(DE3) biofilma ne tvori in je služil kot negativna kontrola, skladno s tem smo po 
izolaciji dobili nizko količino izolata. Njegove lastnosti smo določili po enakih postopkih 
kot za druge biofilme in ugotovili, da vsebuje le zelo nizko koncentracijo proteinov. 
Izmerjena koncentracija proteinov bi lahko izhajala iz odmrlih celic, saj je bila bakterijska 
biomasa pobrana v času, ko so bile bakterije v stacionarni fazi rasti, za katero je značilno 
ravnotežje med številom odmirajočih in delečih se celic.  
 
Pri ovrednotenju interakcije OlyA-mCherry s komponentami biofilma smo izhajali iz 
rezultatov projektne naloge A. Primc (2019), ki so nakazovali interakcijo OlyA-mCherry z 
biofilmom okoljskega seva P. aeruginosa in biofilmom E. coli. Prav tako pa je bila šibka 
interakcija zaznana tudi z biofilmom mutante P. aeruginosa, ki biofilma sicer skoraj ne tvori. 
Omenjene rezultate smo želeli preveriti in morebitno interakcijo OlyA-mCherry s 
komponentami biofilma bolj natančno ovrednotiti. Interakcije OlyA-mCherry s 
komponentami biofilma nismo zaznali v nobenem izmed testiranih vzorcev, neglede na 
količino nanešenega biofilma. Negativni rezultati poskusov nakazujejo, da se OlyA s 
komponentami biofilma bakterij B. subtilis 3610, B. subtilis PS-216 in P. aeruginosa EXB 
L-1125 ne povezuje. Izbrani egerolizin torej ni primeren za detekcijo omenjenih bakterij v 
njihovem naravnem okolju. Ugotovitve sovpadajo z dobro znanimi podatki, da egerolizini 
iz gliv rodu Pleurotus prepoznajo in vežejo specifične lipide in lipidne mešanice (Sepčić in 
sod., 2004; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014; Bhat s sod., 2015; Panevska in sod., 
2019a; Novak in sod., 2020), ne pa tudi druge organske makromolekule. 
 
Z uporabo metode točkovnega nanosa smo preverili jakost vezave OlyA-mCherry z dvema 
različnima lipidnima standardoma, CPE (Avanti) in CPE (Matreya). Na ta način smo želeli 
preveriti in se prepričati, da sistem, ki ga bomo uporabljanli v nadaljevanju, deluje. Lipidni 
standard CPE (Avanti) (N-lignoceroil-D-eritro-sfingozilfosforiletanolamin) ima 
molekulsko formulo C44H89N2O6P in molekulsko maso 733,16 (Avanti Polar Lipids), CPE 
(Matreya) (N-Acil-D-eritro-sfingozilfosforiletanolamin) ima molekulsko formulo 
C43H87N2O6P in molekulsko maso 773 (Matreya LLC Lipids and Biochemicals). Lipidna 
standarda se med seboj razlikujeta v dolžini acilnih verig. Povezavo OlyA-mCherry smo 
zaznali z obema lipidnima standardoma, in sicer v primeru vseh testiranih količin. Obdelava 
slik in primerjava signalov v programu FIJI ImageJ je v primeru nanosa večjih količin lipida, 
pokazala nekoliko močnejši signal v primeru interakcije OlyA-mCherry s standardom CPE 
(Avanti).  
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V drugem delu magistrske naloge smo preverili interakcijo OlyA-mCherry z izoliranimi 
lipidi iz bakterij, kvasovk, nitastih gliv in ene vrste arhej. Po protokolu Seppo in sod. (2000) 
smo iz mikroorganizmov izolirali polarno in nepolarno frakcijo lipidov. Glavne komponente 
nepolarne lipidne frakcije so proste maščobne kisline, diacilgliceroli, trigliceroli, 
glicerofosfatidi, steroli in sterolni estri. Polarna frakcija vsebuje bolj polarne lipide, kot so 
glikolipidi, lizofosfolipidi in drugi (Schneiter in Daum, 2006; Novak in sod., 2020). V večini 
primerov smo pri izolaciji dobili večje količine polarnih kot nepolarnih lipidov, vzrok za to 
so sladkorji, ki prispevajo k masi in jih vključujejo lipidi polarne faze. To je najbolj očitno 
pri kvasovkah (P. pastoris, Y. lipolytica,  sevi S. cerevisiae) in nitastih glivah (A. niger, A. 
terreus), kjer so mase polarnih lipidov tudi do 10-krat višje od mas nepolarnih lipidov.  
Vezavo OlyA-mCherry smo najprej preverili z metodo točkovnega nanosa lipidov. 
Interakcije OlyA-mCherry s polarnimi lipidi iz bakterij nismo zaznali. Zaznali smo le šibko 
vezavo OlyA-mCherry z nepolanimi lipidi iz bakterij P. aeruginosa EXB L-1125 in B. 
subtilis PS-216 epsA-O. Kot pozitivno kontrolo smo uporabljali lipidni standard CPE 
(Avanti), saj je znano, da se OlyA veže z vezikli iz SM/Hol, CPE/Hol, CPE/POPC/Hol in 
tudi s samim CPE (Sepčić in sod., 2004; Skočaj in sod., 2014; Butala in sod., 2017; Panevska 
in sod., 2019a; Novak in sod., 2020). 
Zaradi zaznane šibke vezave OlyA-mCherry z nepolarnimi lipidi iz P. aeruginosa EXB L-
1125, smo se v nadaljevanju osredotočili na preverjanje vezave OlyA-mCherry z lipidi te 
bakterije. Izhajali smo tudi iz rezultatov magistrskega dela Krpan (2018), ki nakazujejo 
vezavo OlyA-mCherry s polarnimi lipidi iz P. aeruginosa. Z metodo točkovnega nanosa 
smo ponovno preverili interakcijo OlyA-mCherry z različnimi količinami polarnih in 
nepolarnih lipidov iz P. aeruginosa EXB L-1125. V tem primeru smo za pozitivno kontrolo 
izbrali polarne oz. nepolarne lipide iz bakterije Prevotella sp.. Najmočnejšo vezavo smo 
zaznali s 66 µg polarnih lipidov iz P. aeruginosa EXB L-1125, ki v primerjavi s pozitivno 
kontrolo (polarni lipidi iz bakterije Prevotella sp.; 100 %) predstavlja 40,53 % interakcije. 
Šibkejšo vezavo OlyA-mCherry smo zaznali tudi z nepolarnimi lipidi P. aeruginosa EXB 
L-1125. Rezultati delno sovpadajo s podatki iz magistrskega dela Krpan (2018), kjer je prišlo 
do interakcije OlyA-mCherry le s polarnimi lipidi P. aeruginosa, ne pa tudi z nepolarnimi 
lipidi. V magistrskem delu Krpan (2018) je bila končna masa nepolarnih lipidov P. 
aeruginosa na membrani 30 µg, v našem primeru pa je bilo nepolarnih lipidov P. aeruginosa 
EXB L-1125 na membrani 100 µg, kar bi lahko botrovalo k različnim rezultatom.  
Zelo šibko vezavo OlyA-mCherry smo opazili s polarnimi in nepolarnimi lipidi iz kvasovk 
(oba seva S. cerevisiae, P. pastoris in Y. lipolytica) in nitastih gliv (A. niger, A. terreus). 
Jakosti vezav pa so praktičo zanemarljive, saj v primerjavi s pozitivno kontrolo (CPE; 100 
%) predstavljajo manj kot 2 %. Najbolj razširjen razred lipidov pri kvasovkah so 
glicerolipidi, tj. trigliceridi (TG) in digliceridi (DG). Skupaj s sterolnimi estri (STE) in 
ergosterolom spadajo med nevtralne (nepolarne) lipide (Zweytick in sod., 2000; Blagović in 
sod., 2005). Najbolj zastopana fosfolipida sta fosfatidilholin (PC) in fosfatidiletanolamin 
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(PE), sledijo jim fosfatidilserin (PS), fosfatidilinozitol (PI), kardiolipin (CL), 
fosfatidildimetiletanolamin (PDME) in lizo-fosfolipidi (Kohlwein, 2017). Sfingolipidi so 
ključni gradniki plazemske membrane kvasovk in nitastih gliv, vključeni so v številne 
celične procese (Fontaine, 2017), vendar pri njih ne gre za ceramid fosfoetanlamin (CPE), 
ki ga OlyA prepozna in veže. Za glive najbolj značilni sfingolipidi so modificirani ceramidi; 
inozitolfosfoceramidi (IPC) in glikozilceramidi (Dickson in Lester, 1999), ki za vezavo z 
OlyA očitno niso bistvenega pomena. Iz dobljenih negativnih rezultatov lahko zaključimo, 
da testirane kvasovke in nitaste glive ne vsebujejo specifičnih lipidov, ki bi jih OlyA 
prepoznal in vezal.  
Iz arheje A. pernix K1 smo dobili že izolirane celokupne lipide. Z metodo točkovnega nanosa 
smo zaznali zelo šibko interakcijo OlyA-mCherry z lipidno mešanico. Jakost vezave pa je v 
primerjavi s pozitivno kontrolo (CPE; 100 %) praktično zanemarljiva, saj predstavlja manj 
kot 4 %. Za arheje so značilni glicerolni etri, kar je poglavitna lastnost, ki arhejske lipide 
razlikuje od drugih prokariontskih in evkariontskih lipidov. Lipidni izolat A. pernix K1 
sestavljajo polarni lipidi – fosfoglikolipid AGI (arhetidil glukozil inozitol; 91 mol%) in 
fosfolipid AI (arhetidil inozitol; 9 mol%; Morii in sod., 1999). Šibka in nespecifična vezava 
OlyA-mCherry s celokupnimi lipidi (AGI + AI) iz A. pernix K1 nakazuje, da ti lipidi za 
interakcijo niso ključnega pomena. 
Zaradi mnogih pomanjkljivosti metode točkovnega nanosa in nasploh težavnega dela z 
lipidi, lahko pridobljene rezultate zgolj delno upoštevamo. Razlogi za to so lahko različni: 
(i) dobljenih rezultatov ni možno kvantitativno ovrednotiti, kar je ena glavnih 
pomanjkljivosti te metode. Kljub temu, da signal, ki predstavlja interakcijo egerolizina z 
lipidom, primerjamo s signalom lipidnega standarda z znano maso, je točno količino 
specifičnega lipida v vzorcu nemogoče določiti; (ii) lipidi so raztopljeni v manjših količinah 
organskih topil, ki zelo hitro izhlapevajo, posledično se njihov volumen med vsakih 
odpiranjem viale zmanjšuje, koncentracija lipidov pa zaradi tega nekoliko spremeni. 
Potrebno je hitro in previdno delo, kljub temu pa koncentracija lipidov v vzorcih nekoliko 
odstopa od prvotne in ni konstantna; (iii) količina nanešenega lipidnega vzorca na membrani 
lahko vpliva na pojavnost in jakost signala; (iv) lipide je s tehtanjem težko kvantificirati, 
posledično lahko njihove količine na membranah precej odstopajo, vendar tega ne moremo 
preveriti ali dokazati; (v) zelo pozorni moramo biti na čas inkubacije s proteinom, saj lahko 
nekoliko daljša inkubacija privede do lažno pozitivnih rezultatov; (vi) na intenziteto signala 
močno vpliva razmerje lipid/protein, ki je, zaradi zgoraj navedenih razlogov, lahko zelo 
različno; (vii) zaradi vseh zgoraj navedenih pomanjkljivosti, je tudi ponovljivost metode 
vprašljiva. Z metodo točkovnega nanosa sicer ne dobimo povsem zanesljivih in 
kvantitativno ovrednotenih rezultatov, kljub temu pa jo zaradi enostavne in relativno hitre 
izvedbe, lahko s pridom izkoristimo za grobo usmeritev k nadaljnjim zanesljivejšim 
raziskovalnim pristopom. 
Pokazane šibke in nespecifične interakcije OlyA-mCherry z lipidi, dobljene z metodo 
točkovnega nanosa, smo v nadaljevanju želeli natančneje ovrednotiti in ugotoviti, na katere 
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izmed lipidov v posameznih polarnih oz. nepolarnih lipidnih mešanicah se veže OlyA. V ta 
namen smo uporabili metodo prenosa far-eastern, ki je v primerjavi z metodo točkovnega 
nanosa bolj natančna, občutljiva in specifična.  
Izolirane polarne in nepolarne lipidne frakcije iz vseh testiranih mikroorganizmov smo ločili 
z metodo tankoplastne kromatografije (TLC). S tem smo se obenem prepričali o uspešni 
izolaciji lipidov in potrdili njihovo prisotnost. Uporaba primulina nam omogoča zaznavo 
vseh prisotnih lipidov, ninhidrinski reagent pa rožnato obarva primarne in sekundarne amino 
skupine, z njim zaznamo SM, CPE, PE in druge lipide z amino skupinami, kakor tudi amino-
sladkorje.  
 
Z uporabo ninhidrinskega reagenta smo zaznali ločene polarne in nepolarne lipidne frakcije 
iz bakterij, kvasovk in nitastih gliv. Z uporabo primulina smo pri nepolarnih vzorcih teh 
organizmov zaznali jasno ločene lipidne lise, nasprotno pa pri ločenih polarnih frakcijah 
lipidov nismo zaznali. Izjemo predstavlja le frakcija iz bakterije Prevotella sp., ker je bila 
zaznana lipidna lisa. Kljub temu, da smo na ploščo TLC nanesli večjo količino polarne 
frakcije, ti lipidi po barvanju s primulinom niso vidni. Razlog je v tem, da so v polarni frakciji 
prevladovali glikolipidi, pri katerih sladkorji najverjetneje predstavljajo večji del mase 
izolata. Pozitivno reakcijo smo najverjetneje dobili zaradi prisotnosti glikolipidov s 
konjugiranimi aminosladkorji. Ločene celokupne lipide iz arheje A. pernix K1 smo zaznali  
s pomočjo primulina, uporaba ninhidrinskega reagenta pa ni dala rožnatega obarvanja, kar 
nakazuje na odsotnost aminskih skupin v celokupnem lipidnem izolatu. 
 
Izolirane polarne in nepolarne lipide iz vseh testiranih mikroorganizmov smo ločili z metodo 
tankoplastne kromatografije (TLC) in vezavo OlyA-mCherry preverili z imuno-
označevanjem proteina na membrani PVDF. Predhodno ugotovljenih povezav OlyA-
mCherry s polarnimi in nepolarnimi lipidi iz P. aeruginosa EXB L-1125 in šibkejših 
interakcij OlyA-mCherry s polarnim in nepolarnim lipidi iz kvasovk, nitastih gliv ter 
celokupnimi lipidi iz arheje A. pernix K1, nismo potrdili. Izmed vseh organizmov, iz katerih 
smo izolirali polarne in nepolarne lipide, smo pozitivni signal zaznali le z nepolarnimi lipidi 
iz bakterije Prevotella sp.. Metoda z imunooznačevanjem (prenos far-eastern) je bolj 
natančna in zanesljiva, zato se lahko na dobljene rezultate opremo v večji meri. 
 
Razlogov, da se rezultati, dobljeni z metodo točkovnega nanosa in metodo prenosa far-
eastern, razlikujejo, je več. Iz rezultatov sodeč, obstaja možnost, da se OlyA-mCherry veže 
na mešanice polarnih oz. nepolarnih lipidov iz posameznih mikroorganizmov – P. 
aeruginosa EXB L-1125, kvasovk (sevi S. cerevisiae, P. pastoris in Y. lipolytica), nitastih 
gliv (A. niger, A. terreus) in arheje A. pernix K1. Na posamezne ločene lipide vseh naštetih 
organizmov pa se OlyA-mCherry očitno ne veže. Razlika med rezultati bi bila lahko 
posledica občutljivosti uporabljenih metod. Vzrok bi lahko iskali tudi v nizki količini lipidov 
oz. v tem, da se s plošče TLC na membrano PVDF ni prenesla zadostna količina lipida, 
morebitni signal je bil pod mejo detekcije in ga zato nismo zaznali. Pomanjkljivost metode 
65 
 Zidar L. Interakcija egerolizinskih proteinov iz gliv rodu Pleurotus z lipidi iz bakterij, kvasovk in nitastih gliv. 
       Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Molekulska in funkcionalna biologija, 2021 
 
prenosa far-eastern je, da se na membrano PVDF ne prenese vedno enaka količina lipidnega 
vzorca. To je najbolj razvidno iz svetlejših lis, ki predstavljajo vezavo OlyA-mCherry na 
CPE (pozitivna kontrola). Kljub temu, da smo na ploščo TLC nanesli vedno enako količino 
lipidnega standarda CPE, so svetle lise na membrani PVDF, ki predstavljajo interakcijo 
OlyA-mCherry s CPE, različnih jakosti. 
Iz rezultatov dobljenih z metodo prenosa far-eastern lahko zaključimo, da testirane bakterije 
(B. subtilis 3610, B. subtilis PS-216, E. coli BL21(DE3), P. aeruginosa EXB L-1125), 
kvasovke (S. cerevisiae EXB-527, S. cerevisiae CEN. PK., P. pastoris, Y. lipolytica), nitasti 
glivi (A. niger, A. terreus) in arheja A. pernix K1 ne vsebujejo specifičnih lipidov, na katere 
bi se OlyA vezal. 
Kljub temu, da metoda točkovnega nanosa ni povsem zanesljiva, pa predhodno potrjene 
vezave OlyA-mCherry s polarnimi lipidi P. aeruginosa EXB L-1125 ne gre povsem prezreti. 
Te vezave in znan podatek, da P. aeruginosa sfingolipidov ne vsebuje, nakazujejo na to, da 
se je OlyA morda vezal na nekatere druge komponente in/ali lipide v polarni lipidni 
mešanici. Tak rezultat pa je nekoliko dvoumen, saj pri ločevanju polarnih lipidov P. 
aeruginosa EXB L-1125 s tankoplastno kromatografijo in z uporabo primulina, ločenih 
lipidov nismo zaznali, kar nakazuje na zelo nizko vsebnost lipidov v vzorcu. Do obarvanja 
ločenih lis je prišlo le z uporabo ninhidrinskega reagenta. Znano je, da po Gramu negativne 
bakterije vsebujejo lipopolisaharide, ki jih pri nekaterih rodovih nadomeščajo 
glikosfingolipidi (Kawasaki in sod., 1994). Iz tega podatka smo v magistrskem delu tudi 
izhajali ter pričakovali interakcijo egerolizina z lipopolisaharidi oz. drugimi polarnimi 
molekulami iz bakterij, ki tvorijo biofilm. Močnejšo vezavo OlyA-mCherry smo z metodo 
točkovnega nanosa opazili le s polarnimi lipidi iz po Gramu-negative bakterije P. aeruginosa 
EXB L-1125, ki tvori biofilm. Interkcija OlyA-mCherry z nepolarnimi lipidi P. aeruginosa 
EXB L-1125 je bila šibkejša. Interakcije OlyA-mCherry pa nismo zaznali z lipidi iz po 
Gramu negativne bakterije E. coli, ki ne tvori biofilma in prav tako ne z lipidi iz različnih 
sevov po Gramu pozitivne bakterije B. subtilis, ki tvori biofilm. Lipopolisaharidi (LPS) so 
glavne lipidne komponente zunanje membrane po Gramu negativnih bakterij, pri nekaterih 
naj bi zasedali tudi 75 % celične površine. Pri P. aeruginosa so LPS poglavitni virulenčni 
dejavniki (Pier, 2007). Lipopolisaharide najdemo tudi pri bakteriji E. coli (Baroni in sod., 
1976), vendar vezave OlyA-mCherry z lipidi E. coli BL21(DE3) nismo uspeli pokazati. Iz 
rezultatov lahko sklepamo, da LPS sami po sebi niso ključnega pomena za vezavo OlyA. Na 
primeru OlyA6 so pokazali, da ogljikovi hidrati niso njegova tarča, enako so ugotovili v 
poskusih s človeškimi glikani (Ota in sod., 2013) in tudi z glikani insektov (Novak in sod., 
2020). Vzrok za interakcijo OlyA s polarnimi lipidi iz P. aeruginosa EXB L-1125 bi lahko 
iskali v njeni specifični lipidni sestavi. Bakterija P. aeruginosa vsebuje nekatere lipide, ki 
jih pri E. coli in B. subtilis ni. To so npr. fosfatidilholin (PC), ornitinski lipidi (OL) in alanin-
fosfatidilglicerol (APG; Sohlenkamp in Geiger, 2016). Krpan (2018) v magistrskem delu 
navaja, da je PC komponenta nepolarne lipidne frakcije. Ornitinski lipidi imajo polaren 
značaj (Freer in sod., 1996), zaradi česar bi jih lahko pričakovali v polarni lipidni frakciji. 
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Ornitinske lipide najpogosteje najdemo v zunanji membrani po Gramu negativnih bakterij, 
kjer njihov delež naraste kot nadomestek fosfolipidov, ko v okolju primanjkuje vira fosforja 
(Kim in sod., 2018). Nekatere bakterije neprestano proizvajajo OL, pri drugih pa je sinteza 
OL pogojena s stresnimi okoliščinami (Sohlenkamp and Geiger, 2016). Na primeru P. 
areruginosa  so dokazali vlogo OL pri povezavah bakterije z gostiteljskim organizmom. 
Kadar so bakterije proizvajale več OL, so celice P. aeruginosa odpornejše na protimikrobna 
sredstva, antibiotike in imunski sistem gostitelja (Kim in sod., 2018). Za dokončno potrditev 
prisotnosti ali odsotnosti vezave OlyA z lipidi P. aeruginosa EXB L-1125 so potrebne 
nadaljnje raziskave, predvsem ločitev in analiza lipidnega izolata polarne in nepolarne 
frakcije. Smiselno bi bilo ponoviti že opravljene protokole in izpeljati še druge bolj 
zanesljive metode, s katerimi bi dobili boljši vpogled v interakcijo izbranega egerolizina z 
lipidi te bakterije.  
Z metodo točkovnega nanosa smo pokazali vezavo OlyA-mCherry s polarnimi in 
nepolarnimi lipidi iz bakterije Prevotella sp.. Z metodo prenosa far-eastern pa smo vezavo 
OlyA potrdili le z nepolarno frakcijo lipidov te bakterije. Lipidom bakterije Prevotella sp. 
ni znan, vendar dobljeni rezultati nakazujejo na prisotnost CPE. Z metodo točkovnega 
nanosa je namreč prišlo do obsežne vezave OlyA-mCherry s polarnimi in nepolarnimi lipidi 
bakterije P. gingivalis (Haris Munjaković, osebno sporočilo), ki skupaj z bakterijo  
Prevotella sp. pripada taksonomski skupini Bacteroidetes. Preliminarna analiza lipidnega 
ekstrakta  P. gingivalis je pokazala, da CPE predstavlja 2,8 molskih  % lipidoma (Graziano 
Guella, Univerza v Trentu, Italija, osebno sporočilo). Dominantni sfingolipidi, ki se 
pojavljajo pri vrstah Bacteroidetes so CPE, ceramid fosfoglicerol (CPG), nekateri 
glikosfingolipidi in dihidroceramidi (Moye in sod., 2016). Sfingolipidi so pri po Gramu 
negativnih bakterijah najverjetneje v zunanjem sloju zunanje membrane (An in sod., 2010) 
in imajo pri nekaterih vrstah pomembno vlogo v procesu preživetja in podvajanja (Heaver 
in sod., 2018), domnevno naj bi pri nekaterih služili tudi kot virulenčni dejavniki (Moye in 
sod., 2016; Olsen in Nichols, 2018). 
  
Hipotezo 1, da bomo potrdili vezavo OlyA na lipopolisaharide (LPS) oz. druge polarne 
molekule iz mikroorganizmov, ki tvorijo biofilm, ne moremo z gotovostjo ne potrditi in ne 
ovreči. Pokazali smo, da se OlyA-mCherry ne veže s polarnimi lipidnimi frakcijami iz sevov 
B. subtilis, ki tvorijo biofilm. Pri P. aeruginosa EXB L-1125, ki tvori biofilm, pa rezultati, 
dobljeni z metodo točkovnega nanosa, nakazujejo na vezavo OlyA-mCherry s polarno 
frakcijo lipidov, vendar je to dokaj nezanesljivo, saj tega z natančnejšo metodo prenosa far-
eastern nismo uspeli potrditi. 
 
Hipotezo 2, da bomo pokazali odsotnost interakcije OlyA s polarno frakcijo lipidov iz 
mikroorganizmov, ki biofilmov ne tvorijo, lahko z veliko verjetnostjo potrdimo. Pokazali 
smo namreč odsotnost vezave OlyA-mCherry s polarnimi frakcijami lipidov iz 
mikroorganizmov, ki ne tvorijo biofilma (bakterija E. coli BL21(DE3), kvasovke, nitasti 
glivi in arheja A. pernix K1), vendar tudi s tistimi, ki biofilm tvorijo (vsi sevi B. subtilis). Z 
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metodo točkovnega nanosa lipidov smo pri omenjenih organizmih zaznali zelo šibke in 
nespecifične vezave, ki v primerjavi s pozitivno kontrolo (CPE; 100 %) predstavljajo manj 
kot 4 %, kar je praktično zanemarljivo. Odsotnost vezave OlyA z lipidi navedenih 
organizmov, smo dokončno potrdili z metodo prenosa far-eastern, saj se OlyA ni vezal na 
nobenega izmed omenjenih testiranih lipidnih vzorcev. 
 
Iz rezultatov lahko potrdimo, da se OlyA specifično ne povezuje niti s polarno niti z 
nepolarno frakcijo lipidov iz bakterij (E. coli BL21(DE3), B. subtilis 3610, B. subtilis PS-
216), kvasovk (S. cerevisiae CEN. PK, S. cerevisiae EXE-527, P. pastoris, Y. lipolytica), 
nitastih gliv (A. niger, A. terreus) in arheje A. prenix K1. Ponovno lahko potrdimo znane 
podatke iz literature, da egerolizin OlyA specifično prepozna in veže CPE (Panevska in sod., 
2019a; Novak in sod., 2020). Zaključimo lahko, da OlyA ni širokospektralen in posledično 
ni primeren za zaznavanje in/ali zatiranje zgoraj omenjenih mikroorganizmov, za katere 
vemo, da ne vsebujejo specifičnih tarčnih lipidov. 
 
Zanesljivo interakcijo smo dokazali le pri poskusih z nepolarno lipidno frakcijo bakterije 
Prevotella sp., za katero je znana prisotnost sfingolipidov (Gupta in Lorenzini, 2007), naši 
rezultati pa nakazujejo tudi na prisotnost CPE. V prihodnje bi se bilo smiselno posvetiti 
lipidni sestavi bakterije Prevotella sp. ter se osredotočiti na vezavo OlyA z lipidi te bakterije. 
Gre za patogeno po Gramu negativno bakterijo, ki lahko tvori biofilm. Vrste bakterije 
Prevotella sp. so vpletene v nastanek kroničnega sinusitisa, vnetje srednjega ušesa, 
možganskega abscesa, intraabdominalnega abscesa in paradontoze (Brook, 2012). V 
primeru dokončne potrditve interakcije OlyA s specifičnimi lipidi omenjene bakterije, bi 
lahko egerolizine iz glivnega rodu Pleurotus s pridom uporabljali v klinični diagnostiki in 
morda celo za zatiranje bakterij in zdravljenje okužb, ki jih povzročajo bakterije rodu 
Prevotella sp. 
 
Negativni rezultati naših poskusov potrjujejo specifičnost vezave OlyA na membranski 
sfingolipidi CPE in odsotnost novih/dodatnih membranskih lipidnih tarč pri veliki večini 
testiranih mikroorganizmov, kar omogoča nadaljevanje razvoja uporabe egerolizinov v 
različnih biotehnoloških aplikacijah.  
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• Uspešno smo izolirali bakterijski biofilm sevov B. subtilis 3610, B. subtilis PS-216 
in P. aeruginosa EXB L-1125. 
• Optimizirali smo protokol za izolacijo biofilma po Gramu negativnih bakterij P. 
aeruginosa EXB L-1125 in E. coli BL21(DE3). 
• Pokazali smo odsotnost interakcije egerolizina OlyA s komponentami biofilma 
bakterij B. subtilis 3610 WT, B. subtilis 3610 tasA, B. subtilis 3610 epsA-O, B. 
subtilis PS-216 WT, B. subtilis PS-216 tasA, B. subtilis PS-216 epsA-O in P. 
aeruginosa EXB L-1125. 
• Pokazali smo odsotnost specifične interakcije egerolizina OlyA s polarnimi in 
nepolarnimi lipidi iz sevov B. subtilis 3610 WT, B. subtilis 3610 tasA, B. subtilis 
3610 epsA-O, B. subtilis PS-216 WT, B. subtilis PS-216 tasA, B. subtilis PS-216 
epsA-O, E. coli BL21(DE3), kvasovk (S. cerevisiae EXE-527, S. cerevisiae CEN. 
PK., P. pastoris in Y. lipolytica), nitastih gliv (A. terreus, A. niger) in arheje A. pernix 
K1. 
• Pokazali smo zanesljivo interakcijo OlyA z nepolarno lipidno frakcijo iz bakterije 
Prevotella sp..  
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Za egerolizinske proteine iz glivnega rodu Pleurotus je značlno, da prepoznajo in vežejo 
različne naravne ali umetne membranske lipide oz. lipidne mešanice. Egerolizin ostreolizin 
A (OlyA) se specifično veže na membranske domene obogatene s holesterolom in 
sfingomielinom, t.i. lipidne rafte (Sepčić in sod., 2004; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 
2014) in na ceramid fosfoetanolamin (CPE), sfingolipid, ki je specifičen za nevretenčarje in 
nekatere po Gramu negativne bakterije (Bhat s sod., 2015; Panevska in sod., 2019a; Novak 
in sod., 2020). V magistrskem delu smo se osredotočili na preverjanje interakcije 
fluorescenčno označenega egerolizina (OlyA-mCherry) z bakterijskim biofilmom ter z lipidi 
iz bakterij, kvasovk, nitastih gliv in ene vrste arhej. 
Iz bakterij B. subtilis 3610 WT, B. subtilis 3610 tasA, B. subtilis 3610 epsA-O, B. subtilis 
PS-216 WT, B. subtilis PS-216 tasA, B. subtilis PS-216 epsA-O in P. aeruginosa EXB L-
1125 smo po protokolu Dogše in sod. (2013) izolirali biofilm. Z metodo točkovnega nanosa 
smo preverili vezavo OlyA-mCherry z izoliranimi biofilmi in ugotovili, da OlyA ne 
interagira z biofilmi teh bakterijskih sevov. Na temelju teh rezultatov lahko zaključimo, da 
se OlyA ne veže na komponente bakterijskega biofilma, kot so proteini, sladkorji in 
nukleinske kisline. 
V drugem delu naloge smo iz zgoraj omenjenih bakterij (sevi B. subtilis, P. aeruginosa, E. 
coli), kvasovk (P. pastoris, Y. lipolytica, S. cerevisiae EXE-527, S. cerevisiae CEN. PK.), 
nitastih gliv (A. niger,  A. terreus) in arheje A. pernix K1 po protokolu, ki so ga objavili  
Seppo in sod. (2000), izolirali polarne in nepolarne lipide. Z metodo točkovnega nanosa smo 
ugotovili, da se OlyA specifično ne veže na lipide izbranih mikroorganizmov. Nekoliko 
opaznejši signal je bil viden  le v primeru interakcije OlyA s polarno in nepolarno frakcijo 
lipidov iz P. aeruginosa EXB L-1125, vendar so ti rezultati nezanesljivi in  na temelju le-
teh ne moremo postaviti jasnih zaključkov. Odsotnost specifične interakcije smo dodatno 
potrdili še z metodo prenosa far-eastern. Zanesljivo vezavo smo opazili le z nepolarnimi 
lipidi bakterije Prevotella sp., kar nakazuje na prisotnost CPE v nepolarni lipidni frakciji. 
Zaključimo lahko, da OlyA ni širokospektralen in posledično ni primeren za zaznavanje 
in/ali zatiranje zgoraj omenjenih mikroorganizmov, saj smo pokazali, da le-ti  ne vsebujejo 
specifičnih tarč, ki bi jih OlyA prepoznal in se nanje vezal. Izjemo predstavlja bakterija 
Prevotella sp., pri kateri so dokazali, da vsebuje sfingolipide (Gupta in Lorenzini, 2007) in 
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Hvala Evi Kočar za nesebično pomoč v laboratoriju, za strokovnost, nalezljiv 
perfekcionizem, nasvete, dobro voljo, odlično družbo in prijetne pogovore. 
Hvala Nini Orehar za tehnično pomoč, potrpežljivost z vsemi nami študenti in za 
sproščeno vzdušje v laboratoriju. 
Hvala tudi vsem ostalim zaposlenim na Katedri za biokemijo, ki so mi kakorkoli pomagali 
pri raziskovalnem delu in popestrili ure v laboratoriju. 
Hvala vsem prijateljem in sošolcem za spodbudo, veselje, smeh, pogovore in lepo 
preživeta študentska leta. 
Nenazadnje hvala družini za brezpogojno podporo tekom celotne študijske poti, zaupanje, 
pomoč, razumevanje in vso dobro voljo. 
 
 
 
 
 
